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Zusammenfassung
Listeria monocytogenes, ein fakultativ intrazellula¨rer Krankheitserreger, besitzt die
Fa¨higkeit, Wirtszellen zu penetrieren, sich in ihnen zu vermehren, sich intrazellula¨r zu be-
wegen und auch benachbarte Zellen direkt zu inﬁzieren. Die intrazellula¨re Fortbewegung
erfolgt durch Polymerisation von zellula¨rem Aktin, wodurch charakteristische Aktinschwei-
fe an einem Pol der Bakterien entstehen.
Der einzige bakterielle Faktor, der fu¨r die Aktinpolymerisation notwendig ist, ist das
Oberﬂa¨chenprotein ActA. ActA allein ist aber nicht in der Lage, Aktin zu polymerisieren,
sondern kann dies nur in Assoziation mit Proteinen der Wirtszelle. Die einzigen bisher
bekannten Wirtszellproteine, die direkt mit ActA interagieren, sind das Phosphoprotein
VASP und der Arp2/3-Komplex. VASP bindet an den zentralen prolinreichen Bereich von
ActA und beschleunigt durch die Rekrutierung von Proﬁlin den Prozeß der Aktinpolyme-
risation. Der Arp2/3-Komplex interagiert mit dem N-terminalen Bereich von ActA und
initiiert die eigentliche Aktin-Polymerisation.
Um weitere eukaryotische, mit ActA interagierende Proteine (AIPs) zu isolieren, wur-
de u¨ber einen ”Yeast Two-Hybrid“-Test mit ActA als Ko¨der eine embryonale Maus-
cDNA-Genbank getestet. Dabei wurden drei verschiedene AIPs identiﬁziert, von denen
eines identisch mit dem humanen Protein LaXp180 (auch ”CC1“ genannt) ist. LaXp180
ist ein 180 kDa Protein mit u¨ber 50 theoretischen Phosphorylierungsstellen in der N-
terminalen Ha¨lfte, wa¨hrend die C-terminale Ha¨lfte ”coiled-coil“-Strukturen ausbilden
kann. Daru¨berhinaus entha¨lt LaXp180 eine Kern-Lokalisations-Sequenz und ein Leucin-
Zipper-Motiv.
Die Bindung von LaXp180 an ActA wurde in vitro unter Verwendung von rekombinan-
tem His6-Tag-LaXp180 und rekombinantem ActA besta¨tigt, da rekombinantes ActA nur
an einer Ni-Agarose-Sa¨ule gebunden wurde, wenn diese vorher mit His6-Tag-LaXp180 be-
laden war. U¨ber RT-PCR konnte zum ersten Mal die Expression LaXp180-speziﬁscher
mRNA in verschiedenen Sa¨ugerzellen nachgewiesen und mit einem polyklonalen anti-
LaXp180-Serum durch Immunopra¨zipitation erstmals ein 194 kDa großes Protein in
Sa¨ugerzellextrakten detektiert werden. Die intrazellula¨re Lokalisation von LaXp180 wur-
de u¨ber Immunﬂuoreszenzmikroskopie untersucht. Immunﬂuoreszenzfa¨rbungen von Fi-
broblasten mit dem anti-LaXp180-Serum zeigten eine starke Fa¨rbung der Zellkerne und
deﬁnierter Bereiche direkt neben den Kernen, wa¨hrend das restliche Zytoplasma schwach
gefa¨rbt war.
U¨ber Immunﬂuoreszenzmikroskopie mit dem anti-LaXp180-Serum an mit L. monocy-
togenes inﬁzierten Zellen konnte gezeigt werden, daß LaXp180 mit der Oberﬂa¨che vieler,
aber nicht aller intrazellula¨rer, ActA-exprimierender Listerien kolokalisiert. Dagegen wur-
de nie eine Kolokalisation mit intrazellula¨ren, aber ActA-deﬁzienten Mutanten beobachtet.
Daru¨berhinaus ist LaXp180 asymmetrisch auf der Bakterienoberﬂa¨che verteilt und schließt
sich gegenseitig mit der F-Aktin-Polymerisation aus.
LaXp180 ist ein putativer Bindungspartner von Stathmin, einem 19 kDa Phospho-
protein, das die Mikrotubuli-Dynamik reguliert. U¨ber Immunﬂuoreszenz konnte gezeigt
werden, daß auch Stathmin mit intrazellula¨ren, ActA-exprimierenden L. monocytogenes
kolokalisiert.
Summary
Listeria monocytogenes, a facultative intracellular pathogen, is able to penetrate and
to multiply in host cells, to move intracellularly and to infect neighbouring cells directly.
Intracellular movement is caused by the polymerisation of host cell actin leading to the
generation of characteristic actin tails at one pole of the bacterium.
The only bacterial factor necessary for actin polymerisation is the surface protein ActA.
However, ActA itself is unable to polymerize actin, and can only do so in association with
host cell proteins. So far the only known host cell proteins directly interacting with ActA
are the phosphoprotein VASP and the Arp2/3 complex. VASP binds to the central proline-
rich repeat region of ActA and accelerates actin polymerisation by the recruitment of
proﬁlin. The Arp2/3 complex interacts with the N-terminal domain of ActA and initiates
the actin polymerisation process.
To identify additional eukaryotic ActA-interacting proteins (AIPs), an embryonic mou-
se cDNA library was screened in a yeast two-hybrid approach using ActA as bait. Three
diﬀerent AIPs were isolated, one of which was identical to the human protein LaXp180
(also called ”CC1“). LaXp180 is a 180 kDa protein with more than 50 theoretical phos-
phorylation sites in the N-terminal part. The C-terminal part is able to form coiled-coil
structures. Furthermore, LaXp180 contains a nuclear localisation sequence and a leucine-
zipper motif.
Binding of LaXp180 to ActA was demonstrated in vitro using recombinant histidine-
tagged LaXp180 and recombinant ActA. Recombinant ActA was retained on a Ni-agarose
column after prior loading of the column with histidine-tagged LaXp180. Using RT-PCR,
the expression of LaXp180 speciﬁc mRNA in diﬀerent mammalian cells was demonstra-
ted for the ﬁrst time. A protein with a molecular weight of 194 kDa was detected in
cell extracts by immunoprecipitation with a polyclonal anti-LaXp180 antiserum. The
intracellular localisation of LaXp180 was analysed by immunoﬂuorescence microscopy.
Immunoﬂuorescence staining of ﬁbroblasts with the anti-LaXp180 serum showed a strong
staining of the nuclei and of deﬁned regions next to the nuclei as well as a weak staining
of the rest of the cytoplasm.
Fluorescence microscopy with the anti-LaXp180 antiserum of cells infected with L. mo-
nocytogenes revealed colocalisation of LaXp180 with the bacterial surface of a subset of
intracellular, ActA-expressing listeriae. In contrast, colocalisation with intracellularly
growing but ActA-deﬁcient mutants was never observed. Furthermore, LaXp180 binding
to intracellular L. monocytogenes was asymmetrical and mutually exclusive with F-actin
polymerisation on the bacterial surface.
LaXp180 is a putative binding partner of stathmin, a 19 kDa phosphoprotein regu-
lating microtubule dynamics. Using immunoﬂuorescence, colocalisation of stathmin with
intracellular, ActA-expressing L. monocytogenes was also demonstrated.
1 Einleitung
1.1 Zielsetzung der Arbeit
In einer fru¨heren Arbeit wurden unter Verwendung des ”Yeast Two-Hybrid“-Systems eu-
karyotische Proteine und Proteinfragmente, die von einer Expressionsgenbank kodiert
werden, auf Interaktion mit dem Oberﬂa¨chenprotein ActA aus Listeria monocytogenes
getestet. Dabei konnten drei unterschiedliche Proteinfragmente isoliert werden, die oﬀen-
sichtlich an ActA binden (Pfeuﬀer, 1996). Zu zwei dieser ActA-interagierenden Proteine
(AIPs) konnten bei Datenbankvergleichen keine Homologien zu bekannten Proteinen ge-
funden werden. Das dritte Fragment entsprach dem C-Terminus eines 180 kDa großen
Proteins, das jetzt mit LaXp180 bezeichnet wird. LaXp180 wurde urspru¨nglich aufgrund
einer Kreuzreaktion mit einem gegen das Autoantigen La gerichteten monoklonalen An-
tiko¨rper isoliert. Das Kernprotein La bindet an eine Vielzahl von RNAs und fungiert
oﬀensichtlich als RNA-Chaperon, indem es die Sekunda¨rstruktur von RNAs stabilisiert.
Wiederum u¨ber einen ”Yeast Two-Hybrid“-Test, bei dem das zellula¨re Phosphoprotein
Stathmin als Ko¨der eingesetzt wurde, konnte eine Interaktion zwischen LaXp180 und
Stathmin aufgezeigt werden. Das 19 kDa große Stathmin reguliert die Mikrotubulidyna-
mik. Die Fa¨higkeit, Mikrotubuli zu depolymerisieren, wird dabei durch Phosphorylierung
von Stathmin gesteuert.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte gezeigt werden, daß das laXp180-Gen in
verschiedenen Zelltypen transkribiert und LaXp180 tatsa¨chlich als Protein synthetisiert
wird. Die Interaktion von LaXp180 mit ActA sollte u¨ber einen biochemischen Ansatz ve-
riﬁziert und der fu¨r die Bindung an ActA verantwortliche Bereich eingegrenzt werden.
Durch Immunﬂuoreszenzmikroskopie an mit L. monocytogenes inﬁzierten Sa¨ugerzellen
sollte u¨berpru¨ft werden, ob LaXp180 mit der Oberﬂa¨che der intrazellula¨ren Bakterien
assoziiert und auch Stathmin an der Bakterienoberﬂa¨che lokalisiert ist. Letzteres wu¨rde
eine indirekte Bindung von Stathmin an ActA u¨ber LaXp180 besta¨tigen. Die folgenden
Kapitel sollen einen U¨berblick u¨ber das fakultativ intrazellula¨re Bakterium L. monocyto-
genes, dessen Oberﬂa¨chenprotein ActA sowie die beiden eukaryotischen Proteine LaXp180
und Stathmin geben.
1.2 Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes wurde erstmals von Murray et al., 1926, beschrieben und aufgrund
der charakteristischen Monozytose im Blut experimentell inﬁzierter Tiere Bacterium mo-
nocytogenes genannt. 1940 wurde es dann nach Joseph Lister (1827-1912) umbenannt,
dem Pionier der antiseptischen Chirurgie. L. monocytogenes ist ein Gram-positives, fa-
kultativ anaerobes, nicht sporulierendes Sta¨bchen (0,5 x 0,5-2 µm), das in einem brei-
ten Temperaturbereich wachsen kann. L. monocytogenes ist Katalase-positiv, Oxidase-
negativ, CAMP-positiv und ha¨molytisch auf Blutagarplatten. Bei Temperaturen zwischen
20 ◦C und 25 ◦C ist L. monocytogenes peritrich begeißelt und sehr beweglich, wa¨hrend
die Flagellin-Synthese bei 37 ◦C reprimiert ist und die Listerien unbeweglich sind. Die
Zellwand entha¨lt Peptidoglykan, Teichonsa¨ure, Lipoteichonsa¨ure und besitzt alle charak-
teristischen Eigenschaften einer Gram-positiven Zellwand. L. monocytogenes ist in der
Natur weit verbreitet und kommt im Boden, auf Pﬂanzen, im Wasser, in kontaminier-
ten Nahrungsmitteln sowie in tierischen und menschlichen Fa¨kalien vor (Schuchat et al.,
1991).
L. monocytogenes verursacht ernsthafte Infektionen bei Personen mit einem ge-
schwa¨chten Immunstatus wie Schwangeren, Neugeborenen und a¨lteren Menschen. Haupt-
symptome einer Listerien-Infektion sind Septika¨mie, Enzephalitis, Meningoenzephalitis, in
manchen Fa¨llen Gastroenteritis sowie Aborte und Totgeburten bei Schwangeren. L. mo-
nocytogenes ist in der Lage, wa¨hrend der Infektion drei Barrieren zu u¨berwinden: die
Darmbarriere, die Blut-Hirn-Schranke und die Plazenta. Listeriose tritt beim Menschen
meist nur sporadisch auf, erst in ju¨ngster Zeit wurden kleinere Epidemien bekannt. Patho-
logische Listerieninfektionen sind relativ selten, erreichen aber eine Mortalita¨t von u¨ber
20% (Lorber, 1997). Die Listeriose beginnt beim Menschen in den meisten Fa¨llen nach
Aufnahme kontaminierter Nahrungsmittel (Schlech et al., 1983). Die Bakterien erreichen
den Gastrointestinaltrakt und durchbrechen die Darmbarriere. U¨ber den Blutstrom ge-
langen sie in Leber und Milz, wo sie sich bei immunschwachen Menschen vermehren. Von
hier aus ko¨nnen sich die Listerien dann auf das Gehirn und die Plazenta ausbreiten.
In den meisten inﬁzierten Geweben kommt L. monocytogenes intrazellula¨r vor, da es
seine eigene Phagozytose in normalerweise nicht-phagozytischen Zellen induzieren kann.
Die Infektion der Wirtszelle beginnt mit der Aufnahme der Listerien entweder durch
Phagozytose bei Makrophagen oder induzierte Phagozytose bei normalerweise nicht-
phagozytischen Zellen. Das Eindringen der Bakterien in die Zelle beginnt mit einer Interak-
tion mit Rezeptoren in der Zytoplasmamembran, die das Bakterium schrittweise einhu¨llt.
Dieser Prozeß unterscheidet sich vom ”membrane ruﬄing“, das Salmonellen und Shigellen
beim Eintreten in die Wirtszellen auslo¨sen, welches dann zu deren Makropinozytose fu¨hrt.
Der Aufnahmemechanismus der Listerien, der dem Invasin-vermittelten Eindringen von
Yersinia a¨hnlich ist, wird auch als ”zipper“-Mechanismus bezeichnet, im Unterschied zum
”trigger“-Mechanismus bei Salmonellen und Shigellen (Finlay et al., 1991; Isberg und van
Nhieu, 1994; Adam et al., 1995; Swanson und Baer, 1995; Mengaud et al., 1996).
Nach der Aufnahme in die Zelle beﬁnden sich die Listerien in einer Vakuole, die von
einer Membran umgeben ist. Die Vakuolenmembran wird lysiert, und bereits nach 30 min
liegen die Bakterien frei im Zytoplasma vor und beginnen mit der Teilung. Die Verdopp-
lungszeit betra¨gt ungefa¨hr eine Stunde (Tilney und Portnoy, 1989). Gleichzeitig beob-
achtet man die Ausbildung eines zuna¨chst ungeordneten Aktinsaumes um die einzelnen
Bakterien, der innerhalb von ca. 2 h zu langen Schweifen umorganisiert wird. Bei der
Fortbewegung durch Aktinpolymerisation verbleibt der Schweif immer an der selben Po-
sition im Zytoplasma, wa¨hrend das Bakterium am Ursprung des Schweifes durch sta¨ndige
Neupolymerisation von Aktin mit einer Geschwindigkeit von ca. 0,3 µm/s vorwa¨rts ge-
schoben wird (Tilney und Portnoy, 1989; Mounier et al., 1990; Dabiri et al., 1990; Theriot
et al., 1992). Gelangen die Listerien aufgrund ihrer Bewegung in die Na¨he der Zellmem-
bran, induzieren sie dort die Ausbildung Pseudopodien-a¨hnlicher Ausstu¨lpungen, an deren
Spitze sich jeweils ein Bakterium beﬁndet. Auf Grund nicht na¨her bekannter Wechselwir-
kungen mit benachbarten Zellen werden diese Membranausstu¨lpungen von den Nachbar-
zellen phagozytiert, was bereits vier Stunden nach der Infektion beobachtet werden kann.
Das Bakterium beﬁndet sich dann in einer von zwei Membranen umgebenen Vakuole. Fu¨r
einen neuen Infektionszyklus werden beide Membranen lysiert (Tilney und Portnoy, 1989).
Daher ko¨nnen sich Listerien, wenn sie einmal ins Zytoplasma gelangt sind, direkt von Zel-
le zu Zelle ausbreiten, ohne mit wichtigen humoralen Abwehrmechanismen des Wirts wie
Antiko¨rpern und dem Komplementsystem in Kontakt zu kommen. Diese Fa¨higkeit, sich
direkt von Zelle zu Zelle auszubreiten und so ganze Gewebe zu inﬁzieren, erkla¨rt auch die
Beobachtung, daß Antiko¨rper bei einer Listeriose nicht protektiv sind und eine Immunita¨t
gegen Listerien T-Zell vermittelt ist.
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Infektionszyklus und Virulenzgencluster.
Schematische Zeichnung des Infektionszyklus von (aus Tilney und Portnoy, 1989) mit elektronenmikrosko-
pischen Aufnahmen charakteristischer Stadien (aus Cossart und Lecuit, 1998).
Schematische Anordnung der Virulenzgene sowie ihre Organisation in Operons und ihre Regulation durch PrfA (von Fredi Engel-
brecht, Institut für Mikrobiologie, Universität Würzburg).
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Die verschiedenen Phasen des Infektionszyklus zeigt Abb. 1A. Der Eintritt in nicht
professionelle Phagozyten wird letztlich durch mindestens zwei bakterielle Oberﬂa¨chen-
proteine vermittelt: Internalin A (InlA) und Internalin B (InlB). Neben diesen gut cha-
rakterisierten Internalinen gibt es eine Reihe weiterer Internaline in L. monocytogenes,
darunter das ins Medium sezernierte Internalin C (InlC) (Engelbrecht et al., 1996; Dramsi
et al., 1997). Die Rolle dieser Internaline im Invasionsgeschehen, sowie die von p60 und
ActA, ist nach wie vor unklar (Cossart und Lecuit, 1998). Fu¨r das Entkommen aus
der Vakuole ist die Expression von Listeriolysin O (LLO) no¨tig, einem porenbildenden
ha¨molytischen Toxin, das in manchen Zellen synergistisch mit einer Phosphatidylinositol-
speziﬁschen Phospholipase C (PlcA) wirken kann (Parrisius et al., 1986; Cossart et al.,
1989; Camilli et al., 1993). In Makrophagen tra¨gt auch ClpC, ein Mitglied der Clp-
ATPase Familie von Streß-Proteinen zum Entkommen aus dem Phagosom bei, wobei der
Wirkungsmechanismus allerdings noch unbekannt ist (Rouquette et al., 1998). Die intra-
und interzellula¨re Bewegung durch Polymerisation von Aktin beno¨tigt die Expression von
ActA (Domann et al., 1992; Kocks et al., 1992). Die Lyse der von zwei Membranen umge-
benen Vakuole erfolgt synergistisch durch LLO und die beiden Phospholipasen PlcA und
PlcB (Va´zques-Boland et al., 1992; Smith et al., 1995b; Gedde et al., 2000). Die vom
Gen plcA kodierte Phospholipase C (PlcA) hydrolysiert speziﬁsch Phosphatidylinositol
(Camilli et al., 1991; Leimeister-Wa¨chter et al., 1991; Goldﬁne und Knob, 1992), wa¨hrend
die von plcB kodierte Phospholipase C (PlcB) ein breites Spektrum an Substraten hat
und die meisten Phospholipide hydrolysiert, die in biologischen Membranen vorkommen,
einschließlich Sphingomyelin (Geoﬀroy et al., 1991; Va´zques-Boland et al., 1992; Goldﬁne
et al., 1993). PlcB wird nach Ansa¨uerung der Vakuole von der Metalloprotease Mpl und
zellula¨ren Proteasen proteolytisch aktiviert (Marquis et al., 1997). Fast alle Gene, die die-
se Virulenzfaktoren kodieren, liegen ”geclustert“ in einem 10 kb großen Bereich auf dem
Chromosom (Abb. 1B). Eine Ausnahme ist das inlAB-Operon, das in einem anderen Be-
reich des Chromosoms liegt. Das Virulenzgencluster ist jedoch keine Pathogenita¨tsinsel,
da es ziemlich klein ist und im Gegensatz zu den typischen Pathogenita¨tsinseln Gram-
negativer Bakterien den gleichen GC-Gehalt wie der Rest des Chromosoms aufweist. Die
meisten bekannten Virulenzgene werden absolut oder teilweise durch den ”positive regu-
latory factor A“ PrfA kontrolliert (Leimeister-Wa¨chter et al., 1990; Mengaud et al., 1991;
Chakraborty et al., 1992). PrfA ist ein Mitglied der CRP/FnR Familie von Transkriptions-
Aktivatoren und besitzt ein a¨hnliches Helix-Turn-Helix Motiv wie CRP (Sheehan et al.,
1996). Erstaunlicherweise ist PrfA unter bestimmten Kulturbedingungen vorhanden, aber
inaktiv, was damit begru¨ndet wird, daß an der PrfA-abha¨ngigen Regulation entweder ein
Kofaktor beteiligt ist oder PrfA durch eine post-translationale Modiﬁkation aktiviert wird
(Renzoni et al., 1997).
1.3 ActA
L. monocytogenes hat einen eﬃzienten Mechanismus entwickelt, sich durch Aktinpoly-
merisation intrazellula¨r fortzubewegen. Diese Art der Fortbewegung ﬁndet man auch
bei anderen intrazellula¨ren Pathogenen, die nicht mit L. monocytogenes verwandt sind,
wie z.B. bei Shigella flexneri (Bernardini et al., 1989), Rickettsia spp. (Heinzen et al.,
1993) und dem Vaccinia Virus (Cudmore et al., 1995). Aus der Gattung Listeria ist nur
noch L. ivanovii in der Lage, sich durch Aktinpolymerisation fortzubewegen (Karunasagar
et al., 1993; Kreft et al., 1995). Auch Endosomen und Phospholipid-Vesikel bewegen sich
in nicht-inﬁzierten Zellen und zytoplasmatischen Extrakten ebenfalls mit Aktin-reichen
Schweifen fort (Ma et al., 1998; Cameron et al., 1999). Einen a¨hnlichen Mechanismus
ﬁndet man bei Vorga¨ngen, die sich an der Vorderseite (in Wanderungsrichtung) von wan-
dernden Zellen abspielen, wie zum Beispiel Neutrophilen, die zum Infektionsherd wandern
oder metastatischen Krebszellen. Fa¨rbungen von Du¨nnschnitten inﬁzierter Zellen mit dem
S1-Fragment von Myosin zeigten, daß die Aktin-Schweife aus quervernetzten kurzen Fi-
lamenten bestehen, wobei die ”barbed ends“, die schnell polymerisierenden Enden, zum
Bakterium hin gerichtet sind, was die Vermutung nahe legte, daß die Polymerisation am
Hinterende des Bakteriums stattﬁndet (Tilney und Portnoy, 1989; Cossart und Kocks,
1994). Videomikroskopie inﬁzierter Zellen, denen ﬂuoreszierende Aktin-Monomere mikro-
injiziert wurden, besta¨tigten, daß die Aktinpolymerisation an einem Pol des Bakteriums
stattﬁndet und sich das Bakterium weiterbewegt, wa¨hrend der Schweif stationa¨r im Zyto-
sol bleibt (Dabiri et al., 1990; Sanger et al., 1992; Theriot et al., 1992). Da die Rate der
Schweifbildung mit der Fortbewegungsgeschwindigkeit der Listerien streng korreliert, liegt
es nahe, daß die treibende Kraft fu¨r die Fortbewegung allein die Aktinpolymerisation ist
(Theriot et al., 1992).
Der listerielle Faktor, der zur Polymerisation des Aktins der Wirtszelle no¨tig ist, ist
das Oberﬂa¨chenprotein ActA. ActA wurde fast zur gleichen Zeit einerseits anhand von
Mutanten entdeckt, die kein Aktin polymerisieren und sich nicht mehr intrazellula¨r fort-
bewegen konnten (Kocks et al., 1992) und andererseits durch Sequenzierung des Bereichs
stromabwa¨rts des mpl-Gens (Domann et al., 1992). ActA-Mutanten ko¨nnen sich nicht
mehr intrazellula¨r fortbewegen und bilden dadurch charakteristische Mikrokolonien in der
Na¨he des Zellkerns. Sie sind auch nicht mehr in der Lage, sich von Zelle zu Zelle aus-
zubreiten und daher avirulent in Ma¨usen. ActA ist ein 639 AS großes Protein mit ei-
nem theoretischen Molekulargewicht von 67 kDa, la¨uft aber in SDS-Gelen auf der Ho¨he
von 92 kDa. ActA wird von dem Gen actA kodiert, das auf dem Virulenzgencluster im
Lecithinase-Operon stromabwa¨rts des mpl-Gens liegt, welches eine Metalloprotease ko-
diert (Abb. 1B). Sowohl stromaufwa¨rts des actA-Gens als auch des mpl-Gens beﬁndet sich
jeweils ein PrfA-regulierter Promotor. Die Termination der Transkription erfolgt hinter
ORF Z Rho-unabha¨ngig. Das Gen actA kann sowohl vom eigenen Promotor aus zusammen
mit plcB und den drei kurzen ORFs X, Y und Z als 3,6 kb langes Transkript exprimiert
werden, als auch vom mpl-Promotor aus als 5,7 kb lange mRNA (Abb. 1B).
ActA besitzt ein N-terminales Signalpeptid (AS 1-29), das nach dem Transport durch
die bakterielle Membran abgespalten wird. Am C-terminalen Bereich beﬁndet sich das
fu¨r Zellwandproteine Gram-positiver Bakterien typische Motiv LPATK (AS 513-517), u¨ber
das Proteine in der Zellwand verankert werden. Der C-Terminus (AS 613-639) bildet
einen hydrophoben Membrananker. ActA hat somit alle Eigenschaften eines bakteriellen
Oberﬂa¨chenproteins (Domann et al., 1992; Kocks et al., 1992; Pistor et al., 1995). ActA
liegt als Dimer oder Tetramer vor, wobei der N-terminale Bereich (AS 126-155) fu¨r die
Dimerisierung verantwortlich ist (Mourrain et al., 1997; Cicchetti et al., 1999). Diese
und alle folgenden Angaben der Aminosa¨urepositionen von ActA beziehen sich auf die
von Domann et al., 1992 publizierte Sequenz, bei der AS 1 die erste Aminosa¨ure des
Signalpeptides ist und AS 30 die erste Aminosa¨ure des reifen Proteins. In Abb. 2 ist ActA
schematisch dargestellt.
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Abb. 2: ActA.
Zur besseren Übersichtlichkeit wurde nur eines der vier VASP mit den drei Domänen und den Bindungspartnern Profilin und Aktin
dargestellt, die anderen drei VASP sind nur angedeutet. Die Angabe der Aminosäurepositionen beziehen sich auf die von Domann .,
1992 publizierte Sequenz.
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Immunﬂuoreszenzanalysen haben gezeigt, daß ActA nur auf der Bakterienoberﬂa¨che,
nicht aber im Aktinschweif vorkommt. Zur Verteilung von ActA auf der Bakterienoberﬂa¨-
che gibt es zwei unterschiedliche Theorien: Die Gruppe um Pascale Cossart vero¨ﬀentlichte
Daten, die nahelegen, daß ActA polar auf der Bakterienoberﬂa¨che verteilt ist, mit einer
ho¨heren Konzentration an einem Pol des Bakteriums. An diesem Pol ﬁndet dann versta¨rkt
Aktinpolymerisation statt und der Schweif entsteht. Demnach wa¨re allein durch diese po-
lare Verteilung die Stelle vorbestimmt, an der der Schweif entsteht, und somit auch die
Richtung der Fortbewegung (Kocks et al., 1993; Cossart und Kocks, 1994; Cossart und
Lecuit, 1998). Die Gruppe um Ju¨rgenWehland ﬁndet dagegen keine Anzeichen fu¨r eine po-
lare Verteilung von ActA auf der Oberﬂa¨che und vermutet daher, daß ActA gleichma¨ßig
auf der Oberﬂa¨che verteilt ist (Niebuhr et al., 1993). Zahlreiche in vitro-Experimente,
die in einem zytoplasmatischen Extrakt aus Xenopus durchgefu¨hrt wurden, sollten zur
Kla¨rung der bis heute umstrittenen Frage beitragen. Die Adsorption eines rekombinanten
ActA-LytA-Fusionsproteins an die Oberﬂa¨che von Streptococcus pneumoniae lo¨ste an der
gesamten Oberﬂa¨che Aktinpolymerisation aus, die aber zu keiner Fortbewegung fu¨hrte.
Erst wenn durch Teilung und anschließendes Auseinanderbrechen der Tochterzellen Pneu-
mokokken entstanden sind, deren Oberﬂa¨che nur am jeweils alten Zellpol mit dem Fu-
sionsprotein bedeckt war, trat Fortbewegung ein (Smith et al., 1995a). In inﬁzierten
Gewebekulturzellen wird eine Fortbewegung von L. monocytogenes fru¨hestens nach ei-
ner Teilung beobachtet. Dies legt die Vermutung nahe, daß durch die Teilung aus der
symmetrischen Aktinwolke ein unsymmetrisches Gebilde entsteht, was schließlich eine ge-
richtete Fortbewegung ermo¨glichen ko¨nnte (Robbins et al., 1999). Durch Benetzen von
kleinen Polystyrol-Ku¨gelchen mit ActA stellte sich heraus, daß bei sehr kleinen Ku¨gelchen
(Ø≤0,5 µm) auch eine gleichma¨ßige Bedeckung der Oberﬂa¨che mit ActA zu einer gerich-
teten Bewegung fu¨hren kann, was durch zufa¨llige Unregelma¨ßigkeiten in der Dichte der
Aktinﬁlamente oder thermische Bewegung erkla¨rt wird. Ab einem Durchmesser von 2 µm
entsteht gerichtete Bewegung jedoch nur bei asymmetrisch benetzten Ku¨gelchen. Die-
se Beobachtung postuliert fu¨r die Fortbewegung der relativ großen Listerien eine polare
Verteilung von ActA auf der Oberﬂa¨che (Cameron et al., 1999).
Um herauszuﬁnden, ob ActA alleine ausreicht, die Aktinpolymerisation zu induzieren,
wurde das actA-Gen in Sa¨ugerzellen transﬁziert. Dabei lagert sich ActA in die a¨ußere
Membran von Mitochondrien ein, da die Aminosa¨uresequenz der 26 C-terminalen Ami-
nosa¨uren von ActA der Signalsequenz a¨hnlich ist, durch die eukaryotische, nuklea¨r kodierte
Proteine in die Mitochondrien transportiert werden. Auf der Oberﬂa¨che der Mitochondri-
en ist ActA tatsa¨chlich in der Lage, die Polymerisation von globula¨rem Aktin (G-Aktin)
in ﬁlamento¨ses Aktin (F-Aktin) zu induzieren und so das Aktin-Zytoskelett um die Mi-
tochondrien zu reorganisieren (Pistor et al., 1994; Friederich et al., 1995). Expression
von ActA in der apathogenen Spezies L. innocua fu¨hrte dazu, daß dieses normalerweise
unbewegliche Bakterium Aktin polymerisieren und sich fortbewegen konnte (Kocks et al.,
1995). Diese Versuche zeigen eindeutig, daß ActA nicht nur die Aktinpolymerisation in-
duzieren kann, sondern auch fu¨r die Fortbewegung verantwortlich ist (Theriot et al., 1994;
Marchand et al., 1995). ActA ist demnach der einzige listerielle Faktor, der zur Induktion
der Aktinpolymerisation und zur Fortbewegung no¨tig ist.
Das ActA-Protein wird aufgrund von Auﬀa¨lligkeiten in der Aminosa¨uresequenz artiﬁ-
ziell in drei Bereiche unterteilt: einen N-terminalen Bereich (AS 30-264), einen charakte-
ristischen zentralen Bereich aus vier prolinreichen Sequenzwiederholungen (AS 265-390)
und einen C-terminalen Bereich (AS 391-639, siehe Abb. 2) (Domann et al., 1992). Ver-
gleiche der Aminosa¨uresequenz ergaben, daß der prolinreiche Bereich und der C-Terminus
A¨hnlichkeit (22% Identita¨t) mit Zyxin haben, einem Protein, das mit den Fokalkontak-
ten und Aktin-Streßfasern assoziiert ist (Golsteyn et al., 1997). Der N-Terminus von
ActA hingegen zeigt A¨hnlichkeit (25% Identita¨t) mit der C-terminalen Region von Vin-
culin (AS 879-1066), einem Protein, das mit seinem C-Terminus an Aktin binden kann
(Gilmore und Burridge, 1996; Lasa et al., 1998). Demnach besitzt ActA zwei Doma¨nen mit
A¨hnlichkeit zu eukaryotischen Proteinen, die an der Organisation des Zytoskeletts beteiligt
sind (Cossart und Lecuit, 1998). ActA wird, wie bereits oben fu¨r PC-PLC beschrieben,
bei niedrigem pH-Wert durch die Metalloprotease (Mpl) gespalten und dadurch inakti-
viert. Dies erfolgt in der von zwei Membranen umgebenen Vakuole nach dem U¨bertritt in
eine Nachbarzelle und ko¨nnte erkla¨ren, weshalb die Bakterien erst 1-3 h nach der Lyse der
Vakuole Aktin polymerisieren und Schweife ausbilden (Robbins et al., 1999). ActA liegt
in der Wirtszelle phosphoryliert vor, was in einer SDS-PAGE zu drei geringfu¨gig unter-
schiedlichen Banden fu¨hrt. Welche Rolle die im Zytoplasma erfolgende Phosphorylierung
von ActA spielt, ist noch unklar (Brundage et al., 1993). Bei rekombinantem ActA, dem
der C-Terminus fehlt, sind dagegen keine unterschiedlichen Phosphorylierungszusta¨nde
mehr zu erkennen. Die oﬀenbar im C-terminalen Bereich stattﬁndende Phosphorylierung
scheint aber fu¨r die Fortbewegung der Bakterien nicht no¨tig zu sein, da ActA auch ohne
den C-Terminus funktionsfa¨hig ist (Lasa et al., 1995).
U¨ber Deletionsanalysen wurde versucht herauszuﬁnden, welche Bereiche von ActA fu¨r
dessen Funktion verantwortlich sind. Ergebnis war, daß der N-terminale Bereich (NActA)
absolut essentiell ist, wa¨hrend der zentrale prolinreiche Bereich die Fortbewegungsge-
schwindigkeit der Listerien erho¨ht (Lasa et al., 1995; Lasa et al., 1997). Auch ko¨nnen sich
Listerien allein durch Expression des N-Terminus als NActA-LacZ-Fusionsprotein noch
fortbewegen, was die Deletionsanalysen besta¨tigt (Lasa et al., 1997). Genauere Analysen
grenzten zwei kleine Bereiche im N-Terminus ein, die fu¨r die Aktinpolymerisation wichtig
sind: die Region C (AS 50-126) und die Region T (AS 145-151, vgl. Abb. 2). Beide Re-
gionen sind nicht an der Initiation der Aktinpolymerisation beteiligt, da letztere auch bei
Deletion beider Regionen abla¨uft, sondern an der eigentlichen Schweifbildung: Deletion
der Region T verhindert die Schweifbildung vo¨llig, wa¨hrend Deletion der Region C zu
diskontinuierlichen Schweifen fu¨hrt (Lasa et al., 1997).
Eine direkte Bindung von ActA an Aktin konnte erst vor wenigen Jahren nachgewie-
sen werden. Ein synthetisches Peptid (AS 62-103, siehe Abb. 2) aus dem N-Terminus von
ActA kann in vitro F- und G-Aktin binden (Lasa et al., 1997). Versuche mit an Latex-
Ku¨gelchen gekoppelten Fusionsproteinen aus GST (Glutathion S-Transferase) und diesem
kurzen Bereich von NActA (AS 62-103) besta¨tigten die Bindungsstelle (siehe Abb. 2). Bin-
dungsversuche mit Voll-La¨nge ActA dagegen zeigten eine Interaktion nur mit G-Aktin,
wa¨hrend eine Bindung an F-Aktin nicht nachweisbar war (Cicchetti et al., 1999). Es
wird angenommen, daß es neben Aktin noch weitere zellula¨re Faktoren gibt, die an der
Aktinpolymerisation beteiligt sind. U¨ber Immunﬂuoreszenz mit Antiko¨rpern gegen be-
reits bekannte Zytoskelettproteine konnten verschiedene Proteine identiﬁziert werden, die
neben Aktin im Aktinschweif vorkommen. Solche Fa¨rbungen werden an ﬁxierten, mit
L. monocytogenes inﬁzierten Zellen durchgefu¨hrt. Auf diese Weise wurden die Proteine
α-Aktinin, Tropomyosin, Vinculin, Villin, Talin, Ezrin/Radixin, Fimbrin, Coﬁlin, Proﬁlin
und VASP (vasodilator-stimulated phosphoprotein) im listeriellen Aktinschweif nachge-
wiesen (Dabiri et al., 1990; Kocks et al., 1993; Dold et al., 1994; Theriot et al., 1994;
Chakraborty et al., 1995). Von diesen Proteinen sind nur Proﬁlin und VASP zwischen
dem Aktinschweif und der Bakterienoberﬂa¨che lokalisiert - alle anderen sind im Schweif
enthalten. Fu¨r VASP konnte eine direkte Bindung an gereinigtes ActA in vitro gezeigt
werden. VASP bindet auch an das ActA-homologe Protein IactA (150 kDa) von L. iva-
novii und ist auch mit Aktinﬁlamenten assoziiert, die von S. flexneri zur intrazellula¨ren
Fortbewegung polymerisiert werden (Chakraborty et al., 1995).
VASP geho¨rt zur Familie der Ena/VASP Proteine. Neben VASP geho¨rt zu dieser Fami-
lie das Drosophila-Protein Ena (Enabled), dessen Sa¨uger-Homologes Mena (”mammalian
Ena“) und das murine Evl (”Ena-VASP like“) (Purich und Southwick, 1997; Niebuhr
et al., 1997; Cicchetti et al., 1999). VASP und Mena kommen in Fokalkontakten und
Streßfasern vor. Alle Proteine dieser Familie haben drei Doma¨nen: eine N-terminale
Ena-VASP-homologe Doma¨ne (EVH-1), einen zentralen prolinreichen Bereich und die C-
terminale Doma¨ne EVH-2 (vgl. Abb. 2). Auch fu¨r Mena konnte die Bindung an ActA
gezeigt werden (Gertler et al., 1995; Gertler et al., 1996). VASP und Mena binden mit
der konservierten EVH-1 Doma¨ne an die Konsensussequenz (E/D)FPPPPX(D/E), die ins-
gesamt viermal (die sog. prolinreichen ”repeats“) im zentralen prolinreichen Bereich von
ActA vorkommt (Niebuhr et al., 1997). Die ”natu¨rlichen“ Liganden von VASP und Mena
sind die zellula¨ren Proteine Zyxin und Vinculin, die ebenfalls solche EVH-1 Bindungsmo-
tive enthalten. Zyxin entha¨lt wie ActA vier EVH-1-Bindungsmotive, wa¨hrend in Vinculin
diese prolinreiche Sequenz nur einmal vorkommt. Zyxin und Vinculin sind in Fokalkontak-
ten lokalisiert und zeigen in Teilbereichen Homologien zu ActA (s.o.) (Gertler et al., 1996;
Reinhard et al., 1996). Neueste Untersuchungen belegen, daß VASP als Homotetramer
vorliegt (Bachmann et al., 1999).
VASP und Ena binden an F-Aktin und Proﬁlin. F-Aktin wird von VASP u¨ber die C-
terminale EVH-2 Doma¨ne gebunden (siehe Abb. 2). Die Aﬃnita¨t von VASP zu F-Aktin
wird dabei u¨ber die Phosphorylierung von Ser157 durch eine cAMP-abha¨ngige Protein-
kinase reguliert. Phospho-VASP bindet mit sehr hoher Aﬃnita¨t, wa¨hrend Dephospho-
VASP 40-fach schwa¨cher bindet. Nach Entfernen von VASP aus zytoplasmatischen Ex-
trakten ko¨nnen sich die Listerien in diesen Extrakten nicht mehr fortbewegen, obwohl
Aktinpolymerisation um die Bakterien herum stattﬁndet. VASP ist daher nicht an der
Aktinpolymerisation direkt beteiligt, sondern organisiert oﬀensichtlich das Aktingeﬂecht
so, daß eine vorwa¨rtstreibende Kraft entstehen kann (Laurent et al., 1999). Dies steht
im Einklang mit fru¨heren Versuchen, bei denen eine Deletion der EVH-1-Bindungsmotive
in ActA zu einer drastischen Verringerung der Fortbewegungsgeschwindigkeit der Liste-
rien fu¨hrte. Letztere ha¨ngt dabei linear von der Anzahl der prolinreichen ”repeats“ in
ActA ab (Smith et al., 1996; Niebuhr et al., 1997). Die Bindung von VASP an Proﬁ-
lin (vgl. Abb. 2) erfolgt u¨ber GPPPPP-Motive, von denen VASP und Mena jeweils meh-
rere enthalten. Das 15 kDa-Protein Proﬁlin ist ein universelles Regulationsprotein fu¨r
das Aktin-Zytoskelett, das die Elongation der Aktinﬁlamente beschleunigt. Es bindet an
Aktin-Monomere, schu¨tzt als ”capping“ Protein die Enden der Aktinﬁlamente und tauscht
an den Aktinmonomeren gebundenes ADP gegen ATP aus (Purich und Southwick, 1997).
Die Entfernung von Proﬁlin aus zytoplasmatischen Extrakten fu¨hrt zu einer starken Ver-
langsamung der Fortbewegung von Listerien, wobei die Aktinpolymerisation jedoch nicht
beeintra¨chtigt wird. Dies deckt sich mit der Abnahme der Geschwindigkeit bei Deleti-
on der EVH-1-Bindungsstellen in ActA, wodurch VASP und somit indirekt auch Proﬁlin
nicht mehr binden ko¨nnen. Proﬁlin steigert demnach die Fortbewegungsgeschwindigkeit
der Bakterien (Smith und Portnoy, 1997; Laurent et al., 1999).
Analysen der Sekunda¨rstruktur haben ergeben, daß α-Helices und β-Faltblattstruktu-
ren gleichma¨ßig u¨ber das gesamte ActA-Protein verteilt und nicht in einem bestimmten
Bereich konzentriert sind. Aktin-bindende Proteine wie Vinculin, Proﬁlin und Gelsolin
werden u¨ber Phosphoinositide reguliert, wobei in Proﬁlin und Gelsolin Konformationsa¨n-
derungen ausgelo¨st werden. Daher wurden verschiedene Phosphoinositide daraufhin un-
tersucht, ob sie eine Konformationsa¨nderung von ActA auslo¨sen ko¨nnen. Wa¨hrend Phos-
phatidylcholin keinen Eﬀekt zeigte, fu¨hrten Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2)
und Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) zu einer deutlichen Vera¨nderung in
der Sekunda¨rstruktur von ActA mit Schwerpunkt im N-terminalen Bereich. Die Bindung
von (PIP2) und (PIP3) erfolgt dabei im N-terminalen Bereich (AS 203-231, siehe Abb. 2)
(Cicchetti et al., 1999).
Fu¨r die Induktion der Aktinpolymerisation auf der Bakterienoberﬂa¨che reicht allein
ein Komplex aus sieben Proteinen aus, der sog. Arp2/3-Komplex. Zwei Untereinheiten
dieses Komplexes sind die ”actin related proteins“ Arp2 und Arp3, die anderen wurden mit
p41-Arc, p34-Arc, p21-Arc, p20-Arc und p16-Arc bezeichnet (Welch et al., 1997b; Welch
et al., 1997a). Nur eine Mischung aus gereinigtem ActA und dem Arp2/3-Komplex kann
die Aktinpolymerisation eﬃzient initiieren. Da der gereinigte Arp2/3-Komplex alleine die
Nukleation der Aktinﬁlamente in vivo nur schwach induziert und gereinigtes ActA keinen
Eﬀekt zeigt, wird angenommen, daß ActA den Arp2/3-Komplex auf der Oberﬂa¨che der
Listerien aktiviert. Der Arp2/3-Komplex interagiert dabei mit der N-terminalen Doma¨ne
von ActA im Bereich der AS 145-166 (siehe Abb. 2) (Welch et al., 1998; Cicchetti et al.,
1999; Machesky und Gould, 1999). Der Arp2/3-Komplex bindet an die ”pointed ends“
der Aktinﬁlamente und kann sie quervernetzen. Dies erkla¨rt auch, warum der Komplex
u¨ber den gesamten Aktinschweif verteilt zu ﬁnden ist (Mullins et al., 1998). Daß der
Arp2/3-Komplex essentiell fu¨r die Schweifbildung ist, zeigten Versuche, bei denen durch
U¨berexpression von Scar1-Fragmenten die Schweifbildung vo¨llig unterdru¨ckt wurde. Scar1
ist ein Mitglied der Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein (WASP)-Familie, das, wie auch
WASP, mit dem Arp2/3-Komplex interagiert. Die Listerien konnten lediglich Aktinwolken
ausbilden (May et al., 1999).
Zur Induktion der Aktinpolymerisation ist der Arp2/3-Komplex essentiell, reicht zur
Fortbewegung der Listerien aber nicht aus. Der Arp2/3 Komplex wird normalerweise
durch die Proteine der WASP/Scar-Familie aktiviert, welche die Organisation des Zytoske-
letts an Signaltransduktionskaskaden koppeln. So aktiviert Cdc42, eine kleine GTPase der
Rho-Familie, das Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein N-WASP, und letzteres den Arp2/3-
Komplex. Listerien und Shigellen ko¨nnen die Aktivierung durch Cdc42 nachahmen und
so die Signaltransduktion der Wirtszelle umgehen. Wa¨hrend das IcsA-Protein von Shi-
gella N-WASP rekrutiert und aktiviert, was zur Aktivierung von Arp2/3 fu¨hrt, aktiviert
ActA den Arp2/3-Komplex direkt durch Imitation von N-WASP. (Egile et al., 1999; Loisel
et al., 1999). Um herauszuﬁnden, welche zellula¨ren Proteine fu¨r die Aktinpolymerisation
essentiell sind, wurde die Fortbewegung von Listerien in vitro nicht in zytoplasmatischen
Extrakten, sondern in einer physiologischen Puﬀerlo¨sung getestet, die neben F-Aktin und
ATP die verschiedenen gereinigten Proteine enthielt. Ergebnis war, daß sich Listerien
bereits in Anwesenheit von lediglich ADF (”actin depolymerizing factor“, auch ”Coﬁlin“
genannt), Capping-Protein und dem Arp2/3-Komplex unter Ausbildung normaler Schwei-
fe bewegen, wenn auch sehr langsam. Daru¨berhinaus sind Proﬁlin und VASP, wenn auch
nicht essentiell, dennoch wichtig fu¨r die Bewegung, da Proﬁlin die Fortbewegungsgeschwin-
digkeit um den Faktor 2-3 erho¨ht, wa¨hrend VASP die Geschwindigkeit um das Zehnfache
steigert. Dagegen ist α-Aktinin fu¨r die Fortbewegung nicht no¨tig. Eine Vera¨nderung der
α-Aktinin-Konzentration hatte ebenfalls keinen Einﬂuß auf die Geschwindigkeit, aber die
Schweife waren in Abwesenheit von α-Aktinin weniger dicht und die Listerien drifteten in
der Lo¨sung umher, was vermutlich auf fehlende Querverbindungen der Filamente sowohl
im Medium als auch im Schweif zuru¨ckzufu¨hren war (Loisel et al., 1999). Fru¨here Versuche,
bei denen α-Aktinin-Fragmente mikroinjiziert wurden, die eine dominant negative Muta-
tion simulierten, zeigten ebenfalls, daß dieses Protein, das Aktinﬁlamente quervernetzt,
fu¨r eine eﬃziente Schweifbildung no¨tig ist (Dold et al., 1994).
Fu¨r die Fortbewegung sind neben dem aktivierten Arp2/3-Komplex und Aktin noch
ADF und das Capping-Protein no¨tig, die fu¨r eine ausreichend hohe Konzentration an
freiem G-Aktin an der Oberﬂa¨che der Bakterien sorgen (Loisel et al., 1999). Die Fortbe-
wegung durch Aktinpolymerisation resultiert aus dem schnellen Umsatz von Aktinﬁlamen-
ten, die an den ”barbed ends“ sta¨ndig wachsen, wa¨hrend an den ”pointed ends“ sta¨ndig
Depolymerisation stattﬁndet. Eﬃziente Fortbewegung kann nur erfolgen, wenn nicht alle
”barbed ends“ im Zytosol verla¨ngert werden, sondern nur dort, wo Bewegung stattﬁnden
soll. An dieser Stelle muß dann auch genu¨gend G-Aktin zur Verfu¨gung stehen. Dies wird
durch ”capping“ der ”barbed ends“ erreicht. Durch ”capping“ aller ”barbed ends“ wird an
den ”pointed ends“ G-Aktin frei. Diese Depolymerisation la¨uft jedoch in reinen F-Aktin-
Lo¨sungen nur sehr langsam ab. ADF und Proﬁlin beschleunigen den Filament-Umsatz und
damit auch die Depolymerisation synergistisch um das 125-fache, was die Konzentration an
ATP-G-Aktin im Gleichgewichtszustand drastisch erho¨ht (Carlier et al., 1997; Rosenblatt
et al., 1997; Carlier, 1998; Didry et al., 1998; Ressad et al., 1999). Diese hohe Gleich-
gewichtskonzentration an ATP-G-Aktin ist quasi der Brennstoﬀ fu¨r die Fortbewegung
der Bakterien. Fu¨r die Fortbewegung durch Aktinpolymerisation ist kein Myosin-Motor
no¨tig, sie wird allein durch die bei der ATP-Hydrolyse wa¨hrend der Aktinpolymerisation
freiwerdende Energie angetrieben (Loisel et al., 1999).
Die Aktinpolymerisation la¨uft vermutlich in drei Stufen ab: im ersten Schritt mu¨ssen
freie ”barbed“ Enden erzeugt werden, entweder durch Nukleation (Neubildung) oder durch
”uncapping“ bereits existierender Filamente. Im zweiten Schritt werden Aktin-Monomere
angelagert, was zur Fortbewegung der Listerien fu¨hrt. Der dritte Schritt beinhaltet die
Entlassung des wachsenden Aktinﬁlaments vom Polymerisationskomplex, das ”Capping“,
Quervernetzen und schließlich das Erzeugen neuer ”barbed ends“. Der Pha¨notyp der dis-
kontinuierlichen Schweife bei Deletion der Region C wird damit erkla¨rt, daß freie ”barbed
ends“ erzeugt werden und auch Aktinpolymerisation stattﬁndet, jedoch das ”Capping“ zu
schnell abla¨uft, was dazu fu¨hrt, daß die Bakterien in der Bewegung gehemmt sind, bis
der kritische Wert an freien ”barbed ends“ wieder erreicht ist und Aktinpolymerisation
abla¨uft. Durch dieses ”stop-and-go“ ko¨nnten die diskontinuierlichen Schweife erkla¨rt wer-
den. Dieser Mechanismus legte die Vermutung nahe, daß eine Funktion von ActA darin
besteht, freie Aktinﬁlamente vor dem ”Capping“ zu schu¨tzen (Cossart und Lecuit, 1998).
Die bisherigen Daten ergeben zusammenfassend folgendes Bild: ActA liegt auf der
Bakterienoberﬂa¨che als Dimer oder Tetramer vor, wobei die Hauptaufgabe von ActA dar-
in besteht, als langgestrecktes, ﬂexibles Geru¨stprotein Andockstellen fu¨r Wirtszellproteine
zur Verfu¨gung zu stellen. An den vier EVH-1-Bindungsstellen im zentralen prolinreichen
Bereich ist jeweils ein VASP-Tetramer gebunden. VASP rekrutiert Proﬁlin, welches Ak-
tinmonomere bindet und an den N-terminalen Teil von ActA weitergibt, wo die freien
”barbed ends“ vom ebenfalls an den N-terminalen Bereich gebundenen Arp2/3-Komplex
verla¨ngert und gleichzeitig vor dem ”Capping“ geschu¨tzt werden (Cicchetti et al., 1999).
Neben der Induktion der Aktinpolymerisation wird ActA noch eine zweite Aufga-
be bei der Invasion von L. monocytogenes in Epithelzellen und Makrophagen zuge-
schrieben, da ActA-Deletionsmutanten im Gegensatz zum Wildtyp weniger invasiv sind
(Alvarez-Dominguez et al., 1997). ActA bindet an Heparansulfat-Proteoglykane auf der
Oberﬂa¨che der Zellen. Pra¨inkubation der Listerien mit Heparin oder Heparansulfat verhin-
derte die Adha¨sion und die nachfolgende Aufnahme der Listerien in Epithelzellen und Ma-
krophagen. Adha¨sion und Invasion verminderten sich auch signiﬁkant durch speziﬁsches
Entfernen von Heparansulfat von der Zelloberﬂa¨che. Der Malaria-Erreger Plasmodium fal-
ciparum bindet ebenfalls u¨ber das Circumsporozoit-Protein (CS) an Heparansulfat auf der
Oberﬂa¨che der Wirtszelle (Frevert et al., 1993). Zugabe eines synthetischen Peptids, das
der Bindungsstelle des CS-Proteins entspricht, konnte die Adha¨renz der Listerien an die
Zelloberﬂa¨che unterdru¨cken. Sequenzvergleiche zeigten, daß es im N-Terminus von ActA
(AS 127-136) ein dem CS-Protein sehr a¨hnliches Motiv gibt (Alvarez-Dominguez et al.,
1997). Auch scheint ActA die Signaltransduktionskaskaden der Wirtszelle zu beeinﬂussen,
da bei einer ActA-Deletionsmutante von L. monocytogenes die persistente Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-κB eingeschra¨nkt ist (Hauf et al., 1997).
1.4 LaXp180
Der systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine Autoimmunerkrankung, die sich in
Arthritiden, Hauterscheinungen (”Schmetterlingserythem“), Blutbildvera¨nderungen, Ne-
phritis, Pleuritis, bis hin zu Perikarditis und Endokarditis sowie neurologischen und psychi-
schen Sto¨rungen a¨ußern kann. Typisch fu¨r SLE ist das Auftreten antinuklea¨rer Antiko¨rper,
Antiko¨rper gegen Doppelstrang-DNA, gegen Erythrozyten, Leukozyten, Thrombozyten
und Gerinnungsfaktoren. Eine Auspra¨gung der rheumatischen Erscheinungen, die beim
SLE auftreten, stellt das sogenannte Sjo¨gren-Syndrom dar. Neben dem Bindegewebe, das
z.B. bei der rheumatischen Arthritis entzu¨ndet ist, sind vor allem exokrine Dru¨sen wie
Tra¨nen- und Speicheldru¨sen entzu¨ndet und stellen die Sekretion ein, was zu einer Aus-
trocknung der entsprechenden Stellen fu¨hrt (Pschyrembel, 1993). Beim Sjo¨gren-Syndrom
spielen vor allem zwei Autoantigene eine Rolle, die Sjo¨gren-Syndrom-assoziierten Antigene
A (SS-A, Ro) und B (SS-B, La) (Tan, 1989). Die Bezeichnungen Ro und La stehen fu¨r die
Initialen der Patienten, aufgrund deren Erkrankung die Antigene zuerst entdeckt wurden
(Mattioli und Reichlin, 1974). Diese Antigene sind Bestandteile von Ribonukleoprotein-
partikeln (RNPs), im Kern als snRNPs oder im Zytoplasma als scRNPs bezeichnet, die
mit den Patientenseren kopra¨zipitieren.
Das 50 kDa große nuklea¨re Phosphoprotein La (448 AS) ist phylogenetisch hoch kon-
serviert (Bachmann et al., 1986b) und unter normalen Bedingungen im Zellkern loka-
lisiert (Rutjes et al., 1999). Bisher wurden La eine ganze Reihe verschiedenster Funk-
tionen zugeschrieben. Um alle Funktionen erkla¨ren zu ko¨nnen, wird postuliert, daß La
als RNA-Chaperon fungiert und die Sekunda¨rstruktur von RNA stabilisiert (Yoo und
Wolin, 1997; Kremerskothen et al., 1998; Heise et al., 1999). So spielt La oﬀensicht-
lich eine Rolle bei der RNA-Polymerase-III-Transkription und -Termination (Gottlieb
und Steitz, 1989b; Gottlieb und Steitz, 1989a; Maraia, 1996; Fan et al., 1997), beim 3′-
RNA-Prozessieren (Yoo und Wolin, 1997), bei der Stabilisierung von mRNAs (McLaren
et al., 1997), bei der Signaltransduktion der Mitose-induzierten Translation bestimmter
mRNAs (Jeﬀeries et al., 1997), beim nuklea¨ren RNA-Import und Retention der RNA im
Kern (Grimm et al., 1997) und bei der Translation (Meerovitch et al., 1993; Craig et al.,
1997). Weiter ist La eine ATP-abha¨ngige Helikase, die dsRNA-Substrate entwindet. Un-
ter ATP-Verbrauch kann La sowohl DNA-RNA-Hybride als auch doppelstra¨ngige RNA
(dsRNA) aufschmelzen (Bachmann et al., 1990a; Hu¨hn et al., 1997). Urspru¨nglich wurde
gezeigt, daß La an den 3′-Oligo(U)-Schwanz aller prima¨ren RNA-Polymerase-III Tran-
skripte einschließlich der Vorla¨ufermoleku¨le der 5S-rRNA, tRNAs und einiger 4,5S-rRNAs
wie auch an die U1- (ein RNA-Polymerase-II Transkript) und an die U6-snRNA binden
kann (Hendrick et al., 1981; Madore et al., 1984; Stefano, 1984; Rinke und Steitz, 1985;
Pruijn et al., 1990). Da diese Oligo(U)-Schwa¨nze wa¨hrend der 3′-Prozessierung von den
meisten Transkripten entfernt werden, ist die Bindung von La an diese RNAs nur transient.
Das La-Protein bindet auch an einige virale RNAs von Adenoviren, Ebstein-Barr-Viren,
Vesicular-Stomatitis-Viren (VSV), Tollwut-Viren, Polio-Viren, Human-Immunodeﬁciency-
Viren (HIV), Inﬂuenza-Viren, Rubella-Viren, Hepatitis-B- und -C-Viren (Francoeur und
Mathews, 1982; Wilusz et al., 1983; Kurilla et al., 1984; Park und Katze, 1995; Svitkin
et al., 1994; Pogue et al., 1996; Meerovitch et al., 1989; Meerovitch et al., 1993; Ali und
Siddiqui, 1997; Spangberg et al., 1999; Heise et al., 1999). Da diese RNAs jedoch keinen
3′-Oligo(U)-Schwanz besitzen, muß demnach ein alternatives La-Bindungsmotiv vorlie-
gen. Neueste Untersuchungen deuten darauf hin, daß La mo¨glicherweise eine Rolle bei der
Apoptose spielt, da es in der fru¨hen Phase der Apoptose dephosphoryliert und gespalten
wird (Rutjes et al., 1999). Transfektionsversuche mit La haben weiter gezeigt, daß La
auch die Replikation von Herpes simplex-Viren beschleunigt (Bachmann et al., 1998).
Mit Hilfe von monoklonalen Antiko¨rpern gegen La (Bachmann et al., 1986a; Chan
et al., 1989; Kohsaka et al., 1990; Oﬀen et al., 1990; Tro¨ster et al., 1995) konnte gezeigt
werden, daß La nicht nur im Zellkern vorkommt, sondern sich auch im Zytoplasma beﬁndet
und nach Induktion durch Streßfaktoren wie UV-Strahlung, Herpes-Infektion und Gabe
von Transkriptionsinhibitoren vom Nukleus in das Zytoplasma wandert und daraufhin
sogar auf der a¨ußeren Zellmembran vorkommt (Bachmann et al., 1990b). Bei Infektion
mit dem Herpes simplex-Virus ist La mit Viruspartikeln assoziiert in den Zellfortsa¨tzen
an der Zelloberﬂa¨che nachweisbar, die sich nach der Virusinfektion abschnu¨ren und die
Viren freisetzen (Bachmann et al., 1992b). Auch bei mitotischen Zellen und Wachstums-
stimulierten Zellen wa¨hrend des U¨bergangs von der G0 in die G1-Phase ist La auf der
Zelloberﬂa¨che lokalisiert (Bachmann et al., 1992a).
Der monoklonale Antiko¨rper 4B6 (IgG) (Tro¨ster et al., 1995), der durch Immunisierung
von Ma¨usen mit rekombinantem, humanem La gewonnen wurde, erkennt speziﬁsch La aus
Mensch, Maus, Ratte und Rind. Immunﬂuoreszenzfa¨rbungen von Zellen mit 4B6 und Pati-
entenseren zeigen eine punktierte Kernfa¨rbung, wobei die Fa¨rbung mit 4B6 feiner ist. 4B6
erkennt das Epitop SKGRRFKGKGKGN im C-Terminus des humanen La-Proteins, das auch
von einigen Patientenseren erkannt wird und vermutlich die ATP-Bindungsstelle entha¨lt.
Beim La-Protein von Ratte und Maus besteht das Epitop aus der Aminosa¨uresequenz SKG,
unterbrochen von einem Spezies-speziﬁschen Insert aus 16 Aminosa¨uren, dann gefolgt von
der zweiten Ha¨lfte des Epitops, der Sequenz RRFKGKGKGN. Dies wird damit erkla¨rt, daß die
beiden Teile des Epitops bei Ratte und Maus eventuell konformationell erkannt werden
und somit dem humanen linearen Epitop a¨hnlich sehen (Tro¨ster et al., 1995).
Um kreuzreagierende Strukturen zu identiﬁzieren, die mo¨glicherweise an der Ent-
stehung von Autoantiko¨rpern beteiligt sind, wurde eine cDNA-Genbank aus peripheren
Blutlymphozyten einer Patientin mit SLE und Symptomen des Sjo¨gren-Syndroms mit
ihrem eigenen Autoimmunserum, das monospeziﬁsch mit La reagiert, und dem monoklo-
nalen Antiko¨rper 4B6 getestet (Tro¨ster et al., 1994). Sieben cDNA-Klone wurden isoliert,
die mit 4B6 reagierten, von denen aber nur sechs mit dem Patientenserum reagierten.
Die sechs doppelt reaktiven Klone enthielten alle La-cDNAs, wa¨hrend der andere Klon
(pKS30) eine unbekannte cDNA enthielt. Diese cDNA, die oﬀensichtlich ein ”unbekanntes
humanes Autoantigen“ kodiert, wurde urspru¨nglich als ”Klon 30“ bezeichnet (Accession-
Nr.: z35085) (Wenz, 1995). Diese cDNA enthielt ein oﬀenes Leseraster fu¨r ein ca. 70 kDa
großes Protein, fu¨r das beim Vergleich mit der EMBL-Datenbank jedoch keine Homologi-
en zu bekannten Proteinen gefunden wurden. Da kein Stop-Codon vor dem potentiellen
Start-Codon vorhanden war, wurde angenommen, daß die cDNA unvollsta¨ndig ist und nur
das 3′-Ende der kompletten cDNA enthielt. Die Voll-La¨nge cDNA, die fu¨r ein ca. 180 kDa
Protein (1591 AS) kodiert, wurde schließlich im Rahmen des japanischen ”human geno-
me project“ sequenziert und unter der Bezeichnung ”Human mRNA for KIAA0203 gene“
(Accession-Nr.: d86958) in der EMBL Datenbank abgelegt. Aufgrund der Kreuzreakti-
vita¨t mit La wird das Protein jetzt als ”LaXp180“ bezeichnet.
”Yeast Two-Hybrid“-Analysen haben gezeigt, daß LaXp180 u¨ber einen kurzen Bereich
(AS 1085-1226) an das Phosphoprotein Stathmin bindet. Da die Interaktion dabei vermut-
lich u¨ber ”coiled-coil“ Strukturen erfolgt, wurde LaXp180 urspru¨nglich als ”CC1“ (”coi-
led-coil forming protein 1“) bezeichnet (Maucuer et al., 1995).
1.5 Stathmin
Stathmin, auch als Onkoprotein 18 (Op18), p19, 19K, p18, Metablastin oder Prosolin
bezeichnet, ist der Prototyp einer neuen Familie von Mikrotubuli-regulierenden Proteinen
(Ozon et al., 1997; Riederer et al., 1997; Gavet et al., 1998). Zu dieser Familie geho¨ren
weiter die neuronalen Proteine SCG10, SCLIP, RB3 und dessen Spleiß-Varianten RB3′
und RB3′′. Stathmin wurde erst 1996 als Mikrotubuli-destabilisierendes Protein in Xeno-
pus Oocyten-Extrakten beschrieben (Belmont und Mitchison, 1996). Urspru¨nglich wurde
Stathmin als hitzestabiles Protein identiﬁziert, das in Leuka¨mien u¨berexprimiert ist und in
Abha¨ngigkeit von extrazellula¨ren Signalen unterschiedlich phosphoryliert wird. Daher ver-
mutete man seine Funktion in einer Art Relais (”Stathmos“ = griech. Relais), das verschie-
dene Signaltransduktionswege integriert (Sobel und Tashjian Jr., 1983; Hanash et al., 1988;
Sobel, 1991). Stathmin ist ein 19 kDa großes zytosolisches Protein, das keine signiﬁkante
Bindung an Mikrotubuli zeigt, wohl aber an Tubulin-Heterodimere aus α- und β-Tubulin.
Die Interaktion erfolgt dabei mit α-Tubulin (vgl. Abb. 3) (Belmont und Mitchison, 1996;
Curmi et al., 1997; Jourdain et al., 1997; Larsson et al., 1997). Immunﬂuoreszenzana-
lysen an Interphasezellen mit anti-Stathmin-Seren ergaben eine punktierte Fa¨rbung im
Zytoplasma, die um den Kern konzentrierter war. Das Fa¨rbemuster kolokalisierte weder
mit den Mikrotubuli noch mit anderen Zytoskelett-Filamenten, was belegt, daß Stathmin
nicht mit polymerisiertem Tubulin assoziiert ist (Gavet et al., 1998). Der Phosphory-
lierungszustand von Stathmin wird in Abha¨ngigkeit von externen und internen Signalen
reguliert. Die Phosphorylierung von Stathmin erfolgt an vier Serinresten (Ser16, Ser25,
Ser38, Ser63) durch Kinasen, die den Zellzyklus steuern und durch Kinase-Kaskaden, die
an Rezeptoren der Zelloberﬂa¨che gekoppelt sind (siehe Abb. 3). Die Phosphorylierung
dieser Serinreste in bestimmten Kombinationen durch verschiedene Kinasen schaltet die
depolymerisierende Wirkung auf die Mikrotubuli ab. Stathmin u¨bertra¨gt somit externe
und interne zellula¨re Signale auf die Regulation der Polymerisation von Mikrotubuli.
Als Antwort auf externe Signale wird Stathmin z.B. u¨ber die Raf/MEK/ERK-
Kaskade phosphoryliert: aktiviertes Raf phosphoryliert und aktiviert MEK-1 und MEK-2
(MAP/ERK-Kinase), die wiederum ERK1 bzw. ERK2 (”extracellular signal-regulated
kinase“) phosphorylieren und aktivieren. Die aktivierte MAP-Kinase ERK1 kann Stath-
min an Ser25 und Ser38 phosphorylieren (Abb. 3) (Lovric´ et al., 1998). Raf-Kinasen
spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Zellproliferation, Transformati-
on, Diﬀerenzierung und Apoptose (Kolch et al., 1991; Samuels und McMahon, 1994;
Pumiglia und Decker, 1997; Sewing et al., 1997; Woods et al., 1997; Weissinger et al.,
1997). Da Stathmin ein wichtiges Substrat der MAP-Kinasen ERK-1 und ERK-2 in vivo
ist, scheint die Reorganisation der Mikrotubuli bei diesen Prozessen eine Schlu¨sselrolle
zu spielen (Lovric´ et al., 1998). Die Phosphorylierung von Ser25 und in geringem Ma-
ße auch von Ser38 durch Mitglieder der Familie von MAP-Kinasen (”mitogen activated
protein“) nach Zugabe von Phorbolester, nach Stimulation des T-Zell Antigenrezeptors,
durch Zugabe von ”nerve growth factor“, durch Hitzeschock und chemischen Streß wur-
de bereits gezeigt (Beretta et al., 1993; Marklund et al., 1993a; Marklund et al., 1993b;
Beretta et al., 1995). Stathmin kann weiter an Ser16 durch die CaM Kinasen II und IV/Gr
(”Ca
2+/Calmodulin-dependent kinase“) als Antwort auf Calcium-Signale phosphoryliert
werden (Marklund et al., 1993a; Marklund et al., 1994b; Melander Gradin et al., 1997;
Melander Gradin et al., 1998; le Gouvello et al., 1998). Weiter ko¨nnen cAMP-abha¨ngige
Proteinkinasen und PKA (Proteinkinase A) Stathmin an Ser16 und Ser63 phosphorylieren
(Schubart et al., 1987; Beretta et al., 1993).
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Abb. 3: Stathmin
U¨ber interne Signale wird Stathmin beim Durchlaufen des Zellzyklus phosphoryliert.
Damit eine Zelle in die Mitose-Phase u¨bergehen und sich die Mitosespindel ausbilden kann,
muß Stathmin durch Phosphorylierung aller vier Serin-Reste inaktiviert sein (Larsson
et al., 1997). Diese Phosphorylierung la¨uft sequenziell ab: Zuerst werden Ser25 und Ser38
durch die cdc2-Kinase p34cdc2 phosphoryliert, was dann die Phosphorylierung von Ser16
und Ser63 durch noch unbekannte Kinasen ermo¨glicht (siehe Abb. 3). In Sa¨ugerzellen
reduziert die U¨berexpression von wildtypischem Stathmin den Anteil an polymerisiertem
Tubulin in Form von Mikrotubuli, wa¨hrend die Mitosespindeln normal gebildet werden.
Eine Mutation der p34cdc2-Phosphorylierungsstellen in Stathmin fu¨hrt zum vo¨lligen Ver-
schwinden von polymerisiertem Tubulin, sowohl in der Interphase als auch wa¨hrend der
Mitose (Marklund et al., 1996; Larsson et al., 1997). Demnach schaltet die Phospho-
rylierung bei der Mitose die destabilisierende Wirkung von Stathmin ab, was sowohl in
vitro als auch in vivo gezeigt wurde (Horwitz et al., 1997; Di Paolo et al., 1997). Diese
Inaktivierung setzt die Phosphorylierung von Ser16 und Ser63 voraus, die erst stattﬁn-
den kann, wenn Ser25 und Ser38 durch p34cdc2 phosphoryliert wurden. Die Inaktivierung
von Stathmin ermo¨glicht dann die Ausbildung der Mitosespindel und fu¨hrt insgesamt zu
einem Anstieg der Konzentration an polymerisiertem Tubulin (Cassimeris, 1999). Die be-
deutende Rolle von Stathmin wa¨hrend des Zellzyklus wird auch daran ersichtlich, daß bei
Inhibition der Stathminexpression durch Antisense-RNA die Zelle im U¨bergang von der
G2- in die M-Phase arretiert (Luo et al., 1994; Marklund et al., 1994a).
Mikrotubuli haben deﬁnierte Enden: das schneller wachsende Plus-Ende und das lang-
samer wachsende Minus-Ende. Mikrotubuli bestehen aus linear angeordneten Hetero-
dimeren aus α- und β-Tubulin. Die β-Tubulin Untereinheit zeigt zum Plus-Ende und
α-Tubulin zum Minus-Ende. In Interphase-Zellen liegen die Minus-Enden im Centrosom-
Komplex, die Plus-Enden zeigen zur Zellmembran. In der Mitosespindel sind die Plus-
Enden mit den Kinetochor-Regionen der Chromosomen assoziiert. Die Dynamik der Mi-
krotubuli wird mit dem Modell der ”dynamischen Instabilita¨t“ beschrieben. Obwohl sich
Mikrotubuli als Gesamtheit in einem Gleichgewichtszustand beﬁnden, hat ein einzelnes
Mikrotubuli-Filament nie die konstante La¨nge, die der Gleichgewichtszustand beschreibt,
sondern durchla¨uft sta¨ndig lange Polymerisations- oder Depolymerisationsphasen, die eher
selten abwechseln. Die ”dynamische Instabilita¨t“ wird durch vier Parameter beschrieben:
die Polymerisations- und die Depolymerisationsrate, sowie die Ha¨uﬁgkeit von ”Katastro-
phen“ und von ”Rescues“. Als ”Katastrophe“ wird dabei der schnelle U¨bergang von einer
Polymerisations- in eine Depolymerisationsphase bezeichnet, als ”Rescue“ der von einer
Depolymerisations- in eine Polymerisationsphase. In der Depolymerisationsphase wer-
den GTP-Tubulin-Untereinheiten an das Ende einer Mikrotubuli-Faser angelagert. Noch
wa¨hrend oder gleich nach der Polymerisation hydrolysieren die Tubulin-Untereinheiten das
gebundene GTP und setzen das hydrolysierte Phosphat frei. In der Depolymerisations-
phase werden GDP-Tubulin-Untereinheiten sehr schnell von den Enden der Mikrotubuli
freigesetzt. Mikrotubuli, die in vitro aus gereinigtem Tubulin polymerisiert wurden, sind
viel weniger dynamisch als Mikrotubuli in vivo. So wachsen die Plus-Enden in Sa¨ugerzellen
zehnmal schneller, und Katastrophen bzw. ”Rescues“ treten zehnmal ha¨uﬁger auf. Daher
wird angenommen, daß die dynamische Instabilita¨t durch zellula¨re Proteine reguliert wird
(Desai und Mitchison, 1997).
Stathmin besteht aus zwei Doma¨nen, einer N-terminalen regulatorischen Doma¨ne mit
den vier Phosphorylierungsstellen, und einer C-terminalen α-helikalen ”Interaktions“-
Doma¨ne, die u¨ber ”coiled-coil“-Strukturen Wechselwirkungen mit anderen Proteinen ein-
gehen kann (siehe Abb. 3) (Doye et al., 1989; Maucuer et al., 1990; Beretta et al., 1993;
Curmi et al., 1994). Der Wirkungsmechanismus von Stathmin kann entweder darauf be-
ruhen, daß Stathmin Tubulin-Dimere abfa¨ngt oder den Zustand der Katastrophe einleitet.
Sowohl das Abfangen von Tubulin-Dimeren (Curmi et al., 1997; Jourdain et al., 1997) als
auch die Einleitung der Katastrophe (Belmont und Mitchison, 1996) wurden in vitro als ge-
trennte Ereignisse nachgewiesen. Ku¨rzlich konnte gezeigt werden, daß Stathmin beide Ak-
tivita¨ten in sich vereint, wobei die beiden Funktionen in vitro durch Vera¨nderungen des pH-
Wertes abgegrenzt oder durch Deletion speziﬁscher Bereiche unterschiedlichen Doma¨nen
zugeordnet werden konnten. Da Stathmin die Katastrophenrate bei physiologischem pH-
Wert (pH∼7,4) erho¨ht, wa¨hrend die Bindung an die Tubulin-Heterodimere bei einem eher
unphysiologischen pH-Wert (pH∼6,8) stattﬁndet, wird vermutet, daß Stathmin Mikrotu-
buli in erster Linie durch Erho¨hen der Katastrophenrate depolymerisiert. Bei Deletion
der C-terminalen Doma¨ne verliert Stathmin die Fa¨higkeit, Tubulin-Dimere zu binden und
abzufangen, wohingegen bei Deletion der N-terminalen Doma¨ne auch bei pH=7,4 keine
Erho¨hung der Katastrophenrate zu beobachten war (Howell et al., 1999; Larsson et al.,
1999). Anzumerken ist noch, daß ein Protein, das selbst nur Tubulin-Dimere abfa¨ngt, in
gewisser Weise zur Entstehung einer Katastrophe beitra¨gt, da eine niedrige Konzentration
an freiem Tubulin automatisch die Katastrophe begu¨nstigt (Walker et al., 1988).
Die bereits oben beschriebene Suche nach Bindungspartnern von Stathmin u¨ber einen
”Yeast Two-Hybrid Screen“ fu¨hrte zur Identiﬁzierung der RNA-bindenden Kinase KIS
(”kinase interacting with Stathmin“), einem Protein der HSP70 Familie (”heat shock
protein 70“) und zwei Proteinen, die wahrscheinlich ”coiled-coil“-Interaktionen eingehen
ko¨nnen, CC1 (”coiled-coil forming protein 1“) und das ”tumor susceptibility protein“
CC2/tsg101 (Maucuer et al., 1995; Li und Cohen, 1996; Maucuer et al., 1997). CC1
wird inzwischen als ”LaXp180“ bezeichnet (vgl. Abb. 3).
2 Ergebnisse
2.1 Vorarbeiten
In einer fru¨heren Arbeit wurde unter Verwendung des ”Yeast Two-Hybrid“-Systems, eines
genetischen Systems zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen in vivo, nach Wirts-
zellproteinen gesucht, die mit ActA von Listeria monocytogenes interagieren (Pfeuﬀer,
1996). Hierzu wurde actA ohne die kodierenden Bereiche fu¨r die N-terminale Signalsequenz
und den C-terminalen Membrananker in das GAL4-DNA-Bindungsdoma¨ne (DB)-Plasmid
pPC97 (Kalmes et al., 1998) kloniert. Das dadurch entstandene Plasmid pPC97-ActA
kodiert das ActA-DB-Fusionsprotein. Die fu¨r die Ampliﬁkation des actA-Gens verwende-
ten Primer sind aus Tabelle 2 ersichtlich. Die Expression des ActA-DB-Fusionsproteins in
den Hefesta¨mmen Saccharomyces cerevisiae SFY526 und HF7c wurde u¨ber Western-Blots
nachgewiesen. Da in beiden Hefesta¨mmen nach Transformation des Plasmids pPC97-
ActA die jeweiligen Reportergene (HIS3 bzw. lacZ) nicht aktiviert wurden, konnte das
von pPC97-ActA kodierte Fusionsprotein als Ko¨der eingesetzt werden, um mit ActA in-
teragierende Proteine zu isolieren, die von der embryonalen Maus-cDNA-Genbank pPC67
(Chevray und Nathans, 1992) kodiert werden. Die Genbank pPC67 kodiert cDNA-
Transkriptionsaktivator-Doma¨ne (TA)-Fusionsproteine im Vektor pPC86 (vgl. Abb. 5A).
Ungefa¨hr 3,3·106 Klone, die ca. 2·106 der urspru¨nglichen cDNAs repra¨sentieren, wurden im
Stamm HF7c auf mit ActA interagierende Proteine (AIPs) durchsucht. Zwischen zwei und
sieben Tagen nach der Transformation sind insgesamt 89 Kolonien auf Histidin-freien Plat-
ten gewachsen, von denen 25 (28,1%) neben dem Reportergen HIS3 auch das zweite Re-
portergen lacZ aktiviert hatten. Diese 25 pPC67-cDNA Plasmide wurden isoliert und nach
einer Passage in E. coli in die beiden Hefesta¨mme, die bereits das Plasmid pPC97-ActA
enthielten, ru¨cktransformiert. Nach dieser zusa¨tzlichen Kontrolle zur Eliminierung falsch
Positiver konnten nur noch vier Klone das lacZ-Gen aktivieren. Ein solcher Ru¨ckgang
an positiven Klonen nach der Ru¨cktransformation wurde auch bei anderen ”Yeast Two-
Hybrid“-Tests beobachtet. Negativkontrollen, bei denen die vier pPC67-cDNA Plasmide
(pPC67-15, pPC67-18, pPC67-37 und pPC67-70) alleine oder zusammen mit dem leeren
Vektor pPC86 in beide Hefesta¨mme transformiert wurden, fu¨hrten nicht zu einer Aktivie-
rung des lacZ-Gens. Jedes der vier pPC67-cDNA Plasmide konnte das lacZ-Reportergen
nur zusammen mit pPC97-ActA aktivieren, was darauf schließen la¨ßt, daß die cDNAs
dieser vier Plasmide Proteine oder Proteinfragmente kodieren, die mit ActA interagieren.
Die cDNA-Inserts dieser vier Plasmide wurden komplett (pPC67-15) oder partiell bis
zum Stop-Codon (pPC67-18, pPC67-37 und pPC67-70) sequenziert. Die Sequenzen sind
in der EMBL Nukleotidsequenz-Datenbank vero¨ﬀentlicht und im Anhang A.1 abgedruckt.
Eine U¨bersicht u¨ber die Nukleotid- und die entsprechenden Peptid-Daten, sowie die jewei-
ligen Accession-Nummern der EMBL-Datenbank zeigt Tabelle 1.
Die cDNA-Inserts aller vier pPC67-cDNA Plasmide sind unvollsta¨ndig und kodieren
jeweils nur die C-terminalen Enden der mit ActA interagierenden Proteine (AIPs), ein
Pha¨nomen das oft bei ”Yeast Two-Hybrid“-Tests auftaucht. Mit dem GCG (Genomic
Computer Group)-Programm FastA (Pearson und Lipman, 1988) wurden verschiedene
Datenbanken auf homologe Sequenzen durchsucht und auch die einzelnen Sequenzen der
cDNA-Inserts untereinander verglichen. Die 265 AS großen AIP-Fragmente, die von den
Plasmiden pPC67-18 (2 kb) und pPC67-70 (1,65 kb) kodiert werden, sind identisch und
zeigen Homologie zu ”expressed sequence tags“ (EST) der Maus und dem humanen Klon
NH0364H22. Die cDNA in pPC67-37 kodiert 275 AS, die auf DNA-Ebene zu 71,9 %
identisch mit der humanen KIAA0646-Sequenz ist. Jedoch gibt es zum jetzigen Zeitpunkt
keine funktionellen Daten fu¨r diese Gene oder deren potentielle Proteine.
Insert- Peptid- Accession- Homologes ProteinKlon
la¨nge (bp) la¨nge (AS) Nr. (AIP) Bezeichnung Accession-Nr.
KIAA0203 D86958pPC67-15 927 227 AJ242720
LaXp180 Z35085
pPC67-37 2500 275 AJ242721 KIAA0646 AB014546
EST D19250
pPC67-18 2000 260 AJ242722 EST W62537
NH0364H22 AC005036
EST D19250
pPC67-70 1650 260 AJ242723 EST W62537
NH0364H22 AC005036
Tabelle 1: Zusammenfassung der mit ActA interagierenden Proteine (AIPs).
Fu¨r das cDNA-Insert in pPC67-15, das 227 AS kodiert, wurde urspru¨nglich nur eine
Homologie zu einer cDNA, die ein ”unbekanntes humanes Autoantigen“ kodiert (Acc-Nr.
Z35085) gefunden (Tro¨ster et al., 1994). Die sehr hohe Homologie mit 81,5% Identita¨t auf
DNA-Ebene und 90% Identita¨t fu¨r die abgeleiteten Aminosa¨uresequenzen (siehe Abb. 4A)
deutete darauf hin, daß es sich bei der cDNA in pPC67-15 um einen Teil des homologen
Gens der Maus zu dem des humanen Autoantigens handelt.
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Vergleich der unter unterschiedlichen Bezeichnungen ver-
öffentlichten Sequenzbereiche von LaXp180.
Homologievergleich der Aminosäuresequenzen zwischen dem
“unbekannten humanen Autoantigen” (uhA) (oben), dem Insert in
pPC67-15 (Mitte) und KIAA0203 (unten). Die meisten Unter-
schiede können dadurch erklärt werden, daß die Sequenzen von zwei
unterschiedlichen Spezies stammen: das Insert in pPC67-15 ist
cDNA aus der Maus, uhA und KIAA0203 sind humanen Ursprungs.
Schematische Anordnung der veröffentlichten Sequenzbereiche
von LaXp180 in Bezug auf die KIAA0203-Sequenz. Alle Amino-
säurepositionen beziehen sich auf KIAA0203. Der unter “cc1”
veröffentlichte Bereich , der offensichtlich mit
Stathmin interagiert, überlappt nicht mit dem Insert in pPC67-15 (AS
1363-1591). Der ursprünglich als “unbekanntes humanes
Autoantigen” (uhA) bezeichnete Bereich ist lediglich das C-termi-
nale Drittel des vollständigen Proteins.
(AS 1085-1226)
Wa¨hrend dieser Arbeit stellte sich heraus, daß auch die vero¨ﬀentlichte cDNA des ”un-
bekannten humanen Autoantigens“ unvollsta¨ndig war. Im Rahmen des menschlichen Ge-
nomprojektes wurde die vollsta¨ndige Sequenz der cDNA unter der Bezeichnung KIAA0203
(Acc-Nr. D86958) vero¨ﬀentlicht (Nagase et al., 1996). Die cDNA des ”unbekannten huma-
nen Autoantigens“ repra¨sentierte lediglich das C-terminale Drittel des kompletten Gens,
das insgesamt ein ca. 180 kDa großes Protein kodiert. Das Protein wurde in LaXp180 um-
benannt, da das 180 kDa Protein urspru¨nglich aufgrund einer Kreuzreaktion mit einem
monoklonalen Antiko¨rper gegen das Autoantigen La isoliert wurde. Abb. 4B gibt einen
U¨berblick u¨ber alle vero¨ﬀentlichten Teilsequenzen von LaXp180 und deren unterschiedliche
Bezeichnungen.
Ebenfalls u¨ber einen ”Yeast Two-Hybrid“-Test wurde ein kleines Fragment (AS 1085-
1226) von LaXp180 als potentieller Bindungspartner von Stathmin isoliert, einem 18 kDa
Phosphoprotein, das die Dynamik der Mikrotubuli reguliert. Dieses Fragment wurde
urpru¨nglich mit ”CC1“ (”coiled-coil forming protein 1“) bezeichnet (Acc-Nr. X82318)
(Maucuer et al., 1995). Die mit Stathmin interagierende Region (AS 1363-1591) liegt
jedoch außerhalb des Bereichs, der vom Insert in pPC67-15 kodiert wird (vgl. Abb. 4B).
Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch die 21 Plasmide ansequenziert, die aus den
Klonen isoliert wurden, welche nach Transformation der Genbank beide Reportergene ak-
tiviert hatten, aber nach der Passage in E. coli und Ru¨cktransformation in die Hefesta¨mme
das lacZ-Gen nicht mehr exprimierten. Die Sequenzen beﬁnden sich im Anhang A.1.2. Ei-
ne U¨bersicht u¨ber die Inserts dieser Plasmide gibt Abb. 5B. Die cDNA-Inserts beﬁnden
sich entweder im falschen Leseraster (oberer Block), in falscher Orientierung (mittlerer
Block) oder sind nur sehr kurz (unterer Block). In den meisten Fa¨llen beﬁndet sich be-
reits kurz nach der GAL4-TA-Doma¨ne ein Stop-Codon (vgl. A.1.2). Die Sequenzierung
von pPC67-40 fu¨hrte mit dem verwendeten Primer2 (Clontech) zu keinem Ergebnis.
pPC67-6: ACATCAGACCTGGTGAGGAGAGGCTTCCCTCAGGTGCTCGGGAAGCTGGATGCACAGGTTAGCCCTTTGTTTGAACTTGTTCTCAGCTAGCCC
pPC67-61: CGGACGCGTGGAGCTGTTCAAGCGCATCTCGGAGCAATTCACTGCCATGTTCCGGCGCAAGGCTTTCCTGCACTGGTACACGGGTGA
pPC67-69: CACGCGTCCGCGGACGCGTGGGTGCTTGTCAGTGACCTACATGCATCTTGGTCTGGTCCTTAGTGGCTAGTCCTTCCACTCTGAAAGCAAAG
pPC67-74: CAGTTCCTGGCAGATATGACCGCGCTGCATGTGCATACGGGGGACTCGTACTTCAACATCATCTTGGTGGACTTTGAGAGCGAGGACATGGA
pPC67-76: CGGAACCCTCTATCTACTATTCGGAGCCTGAGCGGGAATAGTGGGTACTGCACTAAGTATTTTAATTCGAGCAGAATTAGGTCAACCAGGTGC
pPC67-82: AAGGTGACACAGTACAAGAAGGGCAAGGATTCTTTGTATGCCCAGGGAAAGCGGCGTTACGACAGGAAACAGAGTGGCTATGGTGGGCAGACTA
G CGGACGCGTGGGTCAACATTTTGAAAGAGCAGACTCATA
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
GCCGTACTAATGTTGCTTTATTAGTTCTTTGCTGTTGGG
pPC67-59: ATTCAGAGTAATAACTTTATTTCCAAATTCACTTTTACA
pPC67-77: TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
pPC67-78: GC CCGGACGCGTGGAGATCAAGTCTTTCTATATGCAGCGCTGTCCTGAGG
pPC67-79: CACGCGTCCG TTTT
pPC67-85: TTTTTAAAGTTTTCATCTTTAATGAAATGACTGTAGGAA
pPC67-56: CCCACGCGTCCG CCTACTCAGGCTTTATTCAAAGACCAAGAGGTACAA
pPC67-68: TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAA
pPC67-71: GCTAGTTCTAGAG
GCTAGTTCTAGA
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
ACC
AC CGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTTTGGACTTCTTCGCCAGAGGTTTGGTCAAGTCTCCAATCAAGGTTGTCGGCTTGTCTACCTTG
AC CGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTTTGGACTTCTTCGCCAGAGGTTTGGTCAAGTCTCCAATCAAGGTTGTCGGCTTGTCTACCTTG
CCCGG
CCCGGG
CCCGG
CCCGGG
CCACGCGTCCG
CCACGC
CCAC
CCACGCGTCCG
CCACGCGTCCG
CCACGCGTCCG
CCACGCGTCCG
CCACGCGTCCG
CCACGCGTCCG
CCACGCGTCCG
CCACGCGTCCG
CCACGCGTCCG
pPC67-4:
pPC67-5:
pPC67-39: AATTTTCTCCTGGTTTCTGGCCCTCCATCCTTTCTCTATTTTGTG
pPC67-46: AAAAGATTTATTTATAATATGTAGGTGCACTGTAGCTGTCTTC
pPC67-54:
pPC67-86:
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCG CCGCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTTTTTTTTTT
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTTTTTTTTTT
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTTTTTTTTTT
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTTTTTTTTTT
GAGAGAGAGAGAGCGGCC TCTCTCTCTCTCTCTCTCT
GAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCC GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTTTTTTTTTT
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTTTTTTTTTT
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTTTTTT
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTTTTTTTTTT
AC
AC
CCACGCGTCCG
CCACGCGTCCG
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTTTT
GAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTTTTTTTTTT
G
Vektor Adapter cDNA poly-T Primer
A
B
Abb. 5:
A:
B:
Vergleich der Inserts der pPC67-cDNA Plasmide, die nach der Rücktransformation negativ waren.
Schema des Soll-Zustandes von pPC67-cDNA Plasmiden. Die cDNA wurde mit dem Poly-T-Primer, der eine -Schnittstelle
enthält (5’-(GA) GCGGCCGCCA(T) -3’) synthetisiert, an zwei verschiedene Sal I-Adapter ligiert (5’-TCGACCCACGCGTCCGG-
3’, rot, oder ) und über die - und -Schnittstellen in den Vektor pPC86 ligiert (Chevray .,
1992).
Vergleich aller nach der Rücktransformation negativen pPC67-cDNA Plasmide. Alle Plasmide im oberen Block sind richtig kloniert,
enthalten jedoch das cDNA-Insert im falschen Leseraster. Die Plasmide im mittleren Block enthalten das cDNA-Insert in falscher
Orientierung, die im unteren Block nur ein kurzes Insert.
Not I
Sal I Not I et al5’-TCGACCCCGGG-3’, violett
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2.2 Prima¨rstrukturanalyse von LaXp180
Da von LaXp180 bereits die komplette Nukleotidsequenz vorlag, andere Untersuchungen
auf eine Interaktion von LaXp180 mit dem Phosphoprotein Stathmin hinwiesen (Maucuer
et al., 1995) und LaXp180 mo¨glicherweise als Autoantigen zur Entstehung von Autoim-
munerkrankungen beitra¨gt (Tro¨ster et al., 1994), lag es auf der Hand, die Interaktion
von LaXp180 mit ActA na¨her zu analysieren. Die cDNA-Inserts der Plasmide pPC67-18
(pPC67-70) und pPC67-37, die ebenfalls mit ActA interagierende Proteinfragmente kodie-
ren, wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht. Einen ersten Anhaltspunkt
u¨ber die Struktur und Funktion von LaXp180 lieferte die computergestu¨tzte Analyse der
Prima¨rstruktur.
Die Prima¨rstruktur-Daten der Aminosa¨uresequenz von LaXp180 wurden u¨ber ExPA-
Sy-Programme (Expert Protein Analysis System) (http://www.expasy.ch) auf dem Ser-
ver des Schweizer Instituts fu¨r Bioinformatik (SIB) ausgehend von dem von der Nukleo-
tidsequenz (Accession-Nr. D86958) abgeleiteten oﬀenen Leseraster ermittelt. Die Ami-
nosa¨uresequenz des oﬀenen Leserasters von LaXp180 sowie alle Prima¨rstrukturdaten be-
ﬁnden sich im Anhang A.2.
Anzahl der Aminosa¨uren: 1591
Theoretisches Molekulargewicht: 182817.5 Da
Theoretischer pI: 5.31
Die Aminosa¨urezusammensetzung ist unter A.2.2 abgedruckt. Das oﬀene Leseraster
entha¨lt insgesamt 271 positiv (Asp + Glu) und 211 negativ geladene Reste (Arg + Lys).
Die berechnete Halbwertszeit fu¨r das Protein in Reticulozyten betra¨gt ca. 30 h. LaXp180
ist daher als instabil einzuscha¨tzen.
Das Durchsuchen des oﬀenen Leserasters mit dem Programm ScanProsite auf mar-
kante Sequenzmotive, die in der Datenbank Prosite abgelegt sind, lieferte drei mo¨-
gliche N-Glykosylierungs-Stellen, zwei Phosphorylierungsstellen der cAMP- und cGMP-
abha¨ngigen Proteinkinase, 22 Phosphorylierungsstellen der Proteinkinase C, 35 Phospho-
rylierungsstellen der Caseinkinase II, zwei Phosphorylierungsstellen der Tyrosinkinase,
eine N-Myristoylierungsstelle, eine Amidierungsstelle, ein Motiv zum Verankern in der
Zellwand und ein Leucin-Zipper-Motiv. Die genaue Auﬂistung der einzelnen Motive be-
ﬁndet sich unter A.2.3. Bei der Verteilung der Phosphorylierungsstellen u¨ber das gesam-
te Protein fa¨llt auf, daß der Großteil aller Phosphorylierungsstellen in der N-terminalen
Ha¨lfte von LaXp180 liegt.
Mit dem Programm PSORT, das Transportsignale und Lokalisationssequenzen aus-
wertet, wurde eine Vorhersage der Lokalisation von LaXp180 in der Zelle getroﬀen. Auf-
grund einer Kernlokalisationssequenz (NLS) (KPRK, AS 566-569) und des Leucin-Zipper
DNA-Bindungsmotivs wurde errechnet, daß LaXp180 mit einer Wahrscheinlichkeit von
69.6 % ein Kernprotein ist. Mit einer Wahrscheinlichkeit von 13 % liegt es zytoplasma-
tisch, von 8.7 % mit dem Zytoskelett assoziiert, von 4.3 % vakuola¨r und von 4.3 % in
Mitochondrien vor. Die Kernlokalisationssequenz entspricht dabei der ”klassischen“ NLS
des ”large T antigens“ des SV40 Virus (Hicks und Raikhel, 1995).
Die Aminosa¨uresequenz von LaXp180 wurde mit dem Programm Coils u¨berpru¨ft, ob
Sequenzbereiche sog. ”coiled coil“-Strukturen ausbilden ko¨nnen. ”Coiled-coil“-Bereiche
ko¨nnen an andere ”coiled-coil“-Bereiche binden, die auf dem gleichen oder einem anderen
Protein liegen. Wie in Abb. 6 ersichtlich, kann fast die komplette C-terminale Ha¨lfte von
LaXp180 ”coiled-coils“ ausbilden.
Abb. 6: “Coiled-coil”-Bereiche in LaXp180.
Graphische Ausgabe des ExPASy (Expert
Protein Analysis System) Programms
für die Aminosäuresequenz von LaXp180. X-
Achse: Aminosäurepositionen von LaXp180;
einen Bereich von
14 AS (grün), 21 AS (blau) und 28 AS (rot).
Fast die gesamte C-terminale Hälfte von LaX-
p180 kann “coiled-coil”-Strukturen ausbilden.
Coils
Y-Achse: Wahrscheinlichkeit, “coiled-coil”-
Strukturen auszubilden über
Aufgrund dieser computergestu¨tzten Vorhersagen handelt es sich bei LaXp180 oﬀen-
sichtlich um ein ca. 180 kDa großes Kernprotein, das u¨ber ein Leucin-Zipper-Motiv an
DNA binden kann. Es besteht vermutlich aus einer N-terminalen regulatorischen Doma¨ne,
die an vielen Stellen von unterschiedlichen Kinasen phosphoryliert werden kann, und einer
C-terminalen Interaktionsdoma¨ne, die u¨ber ”coiled-coil“-Strukturen an andere Proteine
binden kann.
2.3 Interaktion von ActA-Fragmenten mit dem C-Terminus
von LaXp180
Um herauszuﬁnden, welcher Bereich von ActA fu¨r die Interaktion mit LaXp180 verant-
wortlich ist, wurden verschiedene ActA-Fragmente (Abb. 7) als GAL4-DB-Fusionspro-
teine im ”Yeast Two-Hybrid“-System auf Interaktion mit dem von pPC67-15 kodierten
C-Terminus (AS 1363-1591, vgl. Abb. 4B) von LaXp180 getestet, der an GAL4-TA fusio-
niert ist. Die DNA-Sequenzen der Fragmente wurden u¨ber eine im 5′-Primer enthaltene
Sal I-Schnittstelle und im 3′-Primer enthaltene Bgl II-Schnittstelle in den Vektor pPC97
kloniert. Die Nukleotidsequenzen aller ActA-Fragmente mit Ausnahme von ∆PActA wur-
den aus einem Lysat von L. monocytogenes EGD u¨ber PCR ampliﬁziert (Bubert et al.,
1997). Die Nukleotidsequenz von ∆PActA wurde aus einem Lysat des Stammes L. mo-
nocytogenes A49 ampliﬁziert, der ein actA-Gen entha¨lt, dem der zentrale prolinreiche
Bereich fehlt. In Abb. 7 sind die ActA-Fragmente schematisch dargestellt, Tabelle 2 gibt
eine U¨bersicht u¨ber die ActA-Fragmente und die zur Ampliﬁzierung ihrer DNA-Sequenzen
verwendeten Primerpaare.
Abb. 7: Schematische Darstellung des ActA-
Proteins und der ActA-Fragmente, die als
Fusionsproteine an die GAL4-DNA-Bin-
dungsdomäne (DB) im Vektor pPC97 expri-
miert werden.
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5′-CGAGGTCGACAGCGACAGATAGCGAAGAT-3′ActA AS 30 -613
5′-TAGTAGATCTGCGTCGTATGGTTCCCTGGTTCTTC-3′
5′-CGAGGTCGACAGCGACAGATAGCGAAGAT-3′NActA AS 30 - 263
5′-GGTGGCGAGATCTCCGAAGCATTTACCTCTTC-3′
5′-AGGTAAAGTCGACGGACTTCCCGCCACCACCT-3′PActA AS 264 - 429
5′-TCCTCTAGATCTTAAATCAGCTAGGCGATCAAT-3′
5′-CAGAAGAGTCGACTGATCGCCTAGCTGATTTAAG-3′CActA AS 423 - 613
5′-TAGTAGATCTGCGTCGTATGGTTCCCTGGTTCTTC-3′
5′-CGAGGTCGACAGCGACAGATAGCGAAGAT-3′NPActA AS 30 - 429
5′-TCCTCTAGATCTTAAATCAGCTAGGCGATCAAT-3′
5′-AGGTAAAGTCGACGGACTTCCCGCCACCACCT-3′PCActA AS 264 - 613
5′-TAGTAGATCTGCGTCGTATGGTTCCCTGGTTCTTC-3′
AS 30 - 190 5′-CGAGGTCGACAGCGACAGATAGCGAAGAT-3′∆PactA
und 470 - 613 5′-TAGTAGATCTGCGTCGTATGGTTCCCTGGTTCTTC-3′
Tabelle 2: Die zur Herstellung der ActA-Fragmente verwendeten Primerpaare. Die in den Primern
enthaltenen SalI- und BglII-Schnittstellen sind unterstrichen. Die Aminosa¨urepositionen beziehen sich auf
Domann et al., 1992.
Die Ergebnisse des ”Yeast Two-Hybrid“-Tests zeigt Tabelle 3. Weder der N-terminale
(NActA) noch der C-terminale Bereich von ActA interagiert mit LaXp180. Im Gegensatz
dazu fu¨hrt die Fusion des zentralen prolinreichen Bereichs (PActA) an GAL4-DB zu ei-
ner starken Expression des lacZ-Reportergens, jedoch auch in Abwesenheit von LaXp180.
Solche falsch positiven Ergebnisse beim Testen des prolinreichen Bereichs im ”Yeast Two-
Hybrid“-System wurden auch von anderen Arbeitsgruppen beobachtet (Mourrain et al.,
1997). Jedoch ergab die Expression der gro¨ßeren ActA-Fragmente NPActA und PCActA,
die den prolinreichen Bereich und zusa¨tzlich den N- bzw. C-terminalen Bereich enthalten,
ein positives Ergebnis. Die Negativkontrollen mit dem leeren Vektor pPC86 fu¨hrten zu kei-
ner (PCActA) oder nur schwachen (NPActA) Expression des Reportergens. Diese Daten
zeigen, daß der prolinreiche Bereich von ActA fu¨r eine eﬃziente Interaktion mit LaXp180
anscheinend essentiell ist, aber fu¨r eine speziﬁsche Bindung zusa¨tzlich ﬂankierende Berei-
che no¨tig sind. Im Gegensatz dazu fu¨hrte aber auch die Expression einer ActA-Variante
ohne den prolinreichen Bereich (∆PactA) zu einer schwachen, aber reproduzierbaren Ex-
pression von lacZ, was auf eine schwache Interaktion von ∆PactA mit LaXp180 hinweist.
ActA NActA PActA CActA NPActA PCActA ∆PactA
- - - - - - - -
pPC86 - - +++ - + - -
pPC67-15 +++ - +++ - +++ +++ +
Tabelle 3: Ergebnis des β-Galaktosidase-Tests zur U¨berpru¨fung der Interaktion verschiedener ActA-
Fragmente mit dem C-Terminus von LaXp180 in S. cerevisiae SFY526 (untere Zeile). Die ActA-Fragmente
werden dabei als GAL4-DB-Fusionsprotein in pPC97, der C-Terminus von LaXp180 (AS1363-1591) als
GAL4-TA-Fusion in pPC67-15 exprimiert. Als Negativkontrollen wurden die Plasmide, die die verschiede-
nen ActA-Fragmente kodieren, alleine (obere Zeile) oder zusammen mit dem leeren Vektor pPC86 (mittlere
Zeile) getestet.
2.4 Herstellung eines polyklonalen anti-LaXp180-Serums
Zur Aufreinigung von rekombinantem LaXp180 wurde das QIAexpressTM -System (Qiagen)
verwendet, bei dem Proteine mit einem ”Tag“ aus sechs Histidinen versehen werden, die
dann u¨ber eine Ni-NTA-Matrix (Nickel-Nitrilotriacetat) aﬃnita¨tschromatographisch ge-
reinigt werden ko¨nnen. Hierzu wurde das von J. Laubinger (Institut fu¨r Physiologie,
Universita¨t Mainz) konstruierte Plasmid pQHS30 verwendet, welches das C-terminale
Drittel des humanen LaXp180 (AS 1036-1591, vgl. Abb. 4B) mit einem N-terminalen
His6-Tag entha¨lt. Die Klonierung von pQHS30 erfolgte in zwei Schritten: Zuerst wurde
ein 178 bp Fragment u¨ber PCR vom Plasmid pKS30 mit den Primern 5′-CTAAGAGGATCCA-
TGACAATTGAA-3′ (die BamH1-Schnittstelle ist unterstrichen) und 5′-CCAATTTACTCTGCAG-
TTC-3′ ampliﬁziert und in pGEM-T (Promega) ligiert, wodurch das Plasmid pGEM-T1
entstand. Anschließend wurde ein 160 bp BamH1/Pst 1-Fragment aus pGEM-T1 in den
Vektor pQE30 (Qiagen) kloniert. Der Vektor pKS30 wurde beim Screening einer cDNA-
Expressionsgenbank aus peripheren Blut-Lymphozyten mit dem monoklonalen Antiko¨rper
4B6 koisoliert (Tro¨ster et al., 1994).
Das rekombinante His6-LaXp180-Fusionsprotein wurde in E. coli M15 [pREP4] u¨ber-
exprimiert und u¨ber Ni-NTA-Sa¨ulen (Qiagen) unter denaturierenden Bedingungen aﬃ-
nita¨tschromatographisch gereinigt. Die U¨berexpression des ∼60 kDa großen His6-LaXp180
war am sta¨rksten bei einer Induktion bei einer OD600=1,0 mit 1 mM IPTG, 4 h in 2YT-
Medium bei 37 ◦C (Abb. 8A). Eine exemplarische aﬃnita¨tschromatographische Aufreini-
gung von His6-LaXp180 unter denaturierenden Bedingungen ist in Abb. 8B dargestellt.
Alle Fraktionen, die das His6-LaXp180-Fusionsprotein enthielten, wurden vereinigt, mit
10% TCA gefa¨llt, und zusa¨tzlich u¨ber SDS-PAGE gereinigt. Nach Fa¨rbung mit Coomassie-
Blau wurde die entsprechende Proteinbande ausgeschnitten und das Protein u¨ber eine
BIOTRAPTM -Apparatur (Schleicher & Schu¨ll) elektroeluiert. Nach Einengung des Volu-
mens durch Zentrifugation in CentriconTM YM-10-Ro¨hrchen (Millipore) mit 10 kDa Aus-
schlußgro¨ße wurde das Protein u¨ber eine SDS-PAGE mit anschließender Silberfa¨rbung
erneut auf Reinheit u¨berpru¨ft (Abb. 8C).
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Abb. 8:
A:
B:
C:
Aufreinigung des rekombinanten
SDS-PAGE mit Gesamtprotein aus 150 µl Kultur von M15 pQHS30 nach Induktion mit 1 mM IPTG, 4 h (Coomassie-Blau
Färbung). M: Marker, n: nicht induzierte Kontrolle, i: induzierte Ansätze. Das ca. 60 kDa große His -LaXp180 Fusionsprotein ist bei
den induzierten Ansätzen deutlich sichtbar (Pfeil).
Elutionsprofil bei affinitätschromatographischer Aufreinigung von -LaXp180 über eine Ni-NTA-Säule unter denaturierenden
Bedingungen (Silberfärbung). M: Marker, A: Auftrag (Proteinextrakt, der auf die Säule gegeben wird), entspricht 10 µl Kultur von
M15 pQHS30; anschließend wurden je 10 µl aller ungeradzahligen Fraktionen von 13-51 aufgetragen.
Gereinigtes -LaXp180 nach zusätzlicher Aufreinigung über SDS-PAGE, Ausschneiden der 60 kDa-Bande und Elektroelution
(Silberfärbung). M: Marker und 1 bzw. 5 µl gereinigtes Protein (0,33 µg/µl).
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Mit dem gereinigten His6-LaXp180 wurde ein New-Zealand-White Kaninchen (Charles
River) zwischen den Schulterbla¨ttern mit 200 µg Protein und dem gleichen Volumen
”Freund´s Adjuvant Complete“ (Sigma) immunisiert. Sechs und elf Wochen nach der er-
sten Immunisierung erfolgten ”Booster“-Injektionen mit je 150 µg His6-LaXp180 und dem
gleichen Volumen ”Freund´s Adjuvant Incomplete“ (Sigma). Das anti-LaXp180-Serum
wurde 16 Wochen nach der ersten Immunisierung entnommen. Das vor der Immunisie-
rung getestete Pra¨immunserum des Kaninchens zeigte keine Kreuzreaktionen mit Prote-
inen aus L. monocytogenes, E. coli und Sa¨ugerzellextrakten. Das anti-LaXp180-Serum
reagiert auch in relativ hohen Konzentrationen sehr speziﬁsch mit dem rekombinanten
His6-LaXp180 in Gesamtlysaten von E. coli M15 pQHS30 und zeigt auch keine Kreuzre-
aktionen mit Proteinen aus L. monocytogenes, E. coli und Sa¨ugerzellen (Abb. 9A).
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Kontrolle des anti-LaXp180-Serums.
Western-Blot mit dem anti-LaXp180-Serum
(1:500). Sekundärantikörper: SC-2004 (1:1000);
Chloronaphthol-Entwicklung. L: Gesamtprotein
aus 80 µl Kultur von EGD
pERL3-79/1 nach MEM-Shift; E: Gesamtprotein
aus 40 µl Kultur von M15 (Negativ-
kontrolle); Q: Gesamtprotein aus 40 µl Kultur von
M15 pQHS30 nach Induktion mit 1 mM
IPTG, 4 h; C und C´: Gesamtprotein aus Cos-1
Säugerzellen, 8 µl (C) bzw. 16 µl (C´) (1 µl ca.
800 Zellen). Das anti-LaXp180-Serum reagiert
auch in der relativ hohen Konzentration von
1:500 sehr spezifisch nur mit dem rekombinanten
-LaXp180 im Gesamtlysat von M15
pQHS30. Die anderen Banden in dieser Spur
müßten His -LaXp180 Abbauprodukte sein, da
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die erkannten Proteine allesamt kleiner sind und keine Kreuzreaktion mit M15 auftritt. Das Antiserum kreuzreagiert weder mit
listeriellen noch mit Proteinen aus Säugerzellen.
Kreuzreaktivität mit anderen His -Tag Proteinen. Das anti-LaXp180-Serum wurde im Western-Blot auf Kreuzreaktivität mit ver-
schiedenen rekombinanten eukaryotischen und prokaryotischen Proteinen mit einem His -Tag am N- oder C-Terminus (His bzw.
) getestet. Anti-LaXp180-Serum: 1:1000; Sekundärantikörper: SC-2004, 1:1000; Chloronaphthol-Entwicklung (linker Blot). Zur
Kontrolle wurde der rechte Blot mit einem kommerziellen anti-His Antikörper (Qiagen #34660), 1:1000, und sonst gleichen Be-
dingungen entwickelt. L: -LaXp180, 0,1 µg; H: -HlyA, 0,2 µg; C: -CTex, 0,2 µg; I: -InlC, 0,2 µg; G: -GST, 0,2
µg; M: -Mx, 0,2 µg; X: -La, 0,2 µg; Y:
Spur 2 scheint ein Abbauprodukt zu sein, da -HlyA größer ist (siehe rechter Blot). Das Anti-
LaXp180-Serum reagiert auch nicht mit La, obwohl LaXp180 als kreuzreaktives Protein mit einem anti-La-Antikörper isoliert wurde.
Die
E. coli
B: 6
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N
His
His His His His His
His His His -La-C-Terminus, 0,2 µg. Das Anti-LaXp180 Serum zeigt nur mit His -Mx eine
schwache Kreuzreaktion. Die Bande in His
His -Proteine wurden freundlicherweise zur Verfügung gestellt von C. Hüttinger (His -HlyA), J. König (His -CTex), S. Hom
(His -InlC), Lehrstuhl für Mikrobiologie, Uni Würzburg, sowie von J. Laubinger, Institut für Physiologie, Uni Mainz (His -GST,
His -Mx, His -La, His -La-C-Terminus).
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Das anti-LaXp180-Serum wurde auch auf Kreuzreaktivita¨t mit anderen rekombinan-
ten eu- und prokaryotischen Proteinen mit His6-Tag am N- oder C-Terminus getestet.
Von sieben getesteten Proteinen reagierte das Antiserum nur schwach mit His6-Mx. Beim
Vergleich der jeweils ersten Spuren (”L“) des rechten und linken Blots in Abb. 9B wird
auch deutlich, daß das anti-LaXp180-Serum das LaXp180-Protein und nicht den His6-Tag
erkennt (Spur L im linken Blot), da vom anti-LaXp180-Serum zahlreiche Abbauproduk-
te erkannt werden, die oﬀensichtlich keinen His6-Tag besitzen, wa¨hrend der anti-His5-
Antiko¨rper (Qiagen) im rechten Blot nur das vollsta¨ndige Fusionsprotein erkennt.
Da das Serum in Immunﬂuoreszenzfa¨rbungen in hohen Konzentrationen (1:20) leich-
te Kreuzreaktivita¨t mit L. monocytogenes EGD zeigte, wurde das Antiserum fu¨r solche
Fa¨rbungen mit L. monocytogenes EGD pra¨adsorbiert, indem 1 ml Antiserum zu einem
Pellet aus 2 ml einer logarithmisch gewachsenen L. monocytogenes EGD Kultur gegeben
und gevortext, 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend abzentrifugiert
wurde. Der ganze Vorgang wurde anschließend noch zweimal wiederholt.
2.5 Herstellung eines polyklonalen anti-ActA-Serums
Rekombinantes ActA wurde unter Verwendung des ImpactTM I-Systems (New England
Biolabs) aufgereinigt. Hierbei wird ActA als ActA-Intein-CBD (”chitin binding domain“)-
Fusionsprotein exprimiert. Durch die CBD wird das Fusionsprotein an einer Chitin-Sa¨ule
gebunden. Anschließend wird unter reduzierenden Bedingungen das anfusionierte ActA
durch die Intein-Doma¨ne abgespalten und von der Sa¨ule eluiert. Die Nukleotidsequenz, die
das ActA-Protein (AS 30-607) ohne die N-terminale Signalsequenz und den C-terminalen
Membrananker kodiert, wurde u¨ber PCR mit dem 5′-Primer 5′-GGTGGGTCCATGGCGACAG-
ATAGCGAAGATTCTAG-3′ (Nco I-Schnittstelle unterstrichen) und dem 3′-Primer 5′-GTATGGT-
TCCCGGGTTCTTCCTTCGCTTTTTCGTCTTC-3′ (XmaI-Schnittstelle unterstrichen) aus L. mono-
cytogenes EGD-Lysat ampliﬁziert. Das PCR-Produkt wurde u¨ber die Nco I- und Xma I-
Schnittstelle in den Vektor pCYB4 (New England Biolabs) kloniert. Das dadurch entstan-
dene Plasmid pCYB-ActA kodiert das ActA-Intein-CBD-Fusionsprotein.
Die U¨berexpression des ∼150 kDa großen ActA-Intein-CBD-Fusionsproteins in E. co-
li DH5α war am sta¨rksten bei 30 ◦C, 4 h in 2YT-Medium nach Induktion mit 1 mM
IPTG. Die OD600 im Bereich von 0,5 bis 1,5 zum Zeitpunkt der Induktion hatte keinen
Einﬂuß auf die Sta¨rke der U¨berexpression. Die U¨berexpression des ActA-Intein-CBD-
Fusionsproteins war jedoch wesentlich geringer als bei His6-Tag Proteinen. Eine starke
U¨berexpression ist auch nicht gewollt, da Intein-CBD-Fusionsproteine nativ aufgereinigt
werden mu¨ssen. Starke U¨berexpression ha¨tte zur Folge, daß das Fusionsprotein in Ein-
schlußko¨rpern vorliegt und nur noch denaturierend in Lo¨sung gebracht werden kann. Das
denaturierte Protein bindet aber nicht mehr an Chitin und die Intein-Doma¨ne verliert ihre
Selbstspaltungs-Aktivita¨t.
Der native Zellextrakt mit dem u¨berexprimierten ActA-Intein-CBD-Fusionsprotein
wurde auf eine Chitin-Sa¨ule geladen. Nach gru¨ndlichem Waschen wurde die Selbstspal-
tung des noch an der Chitin-Matrix gebundenen Fusionsproteins durch Zugabe von DTT
induziert. ActA eluiert, wa¨hrend der Intein-CBD-Teil auf der Sa¨ule verbleibt. Die Ana-
lyse der Fraktionen u¨ber SDS-PAGE und Coomassie-Blau-Fa¨rbung zeigte neben einer
du¨nnen Bande auf Ho¨he von ca. 90 kDa, die dem rekombinanten ActA aufgrund der
Gro¨ße entspricht, weitere, zum Teil sehr starke Banden kleinerer Proteine (Abb. 10A).
Ein Western-Blot mit einem Antiserum, das durch Immunisierung eines Kaninchens mit
synthetischen Peptiden aus ActA gewonnen wurde (Z. Sokolovic, Lehrstuhl fu¨r Mikrobiolo-
gie der Universita¨t Wu¨rzburg), besta¨tigte die Vermutung, daß es sich um Abbauprodukte
des 90 kDa-ActA handelte (Abb. 10B). Alle Fraktionen, die rekombinantes ActA bzw.
ActA-Abbauprodukte enthielten, wurden vereinigt und u¨ber ein pra¨paratives SDS-Gel
aufgetrennt. Nach Fa¨rbung mit Coomassie-Blau wurde neben der 90 kDa Bande auch die
sehr starke Doppelbande auf Ho¨he von 42 und 44 kDa ausgeschnitten und separat u¨ber
das BIOTRAPTM -System elektroeluiert. Die Volumina der Proteinpra¨parationen wurden
durch Zentrifugation in CentriconTM YM-10-Ro¨hrchen mit 10 kDa Ausschlußgro¨ße einge-
engt und u¨ber SDS-PAGE mit anschließender Silberfa¨rbung erneut auf Reinheit u¨berpru¨ft
(Abb. 10C). Mit den Proteinpra¨parationen wurde je ein New-Zealand-White Kaninchen
(Charles River) zwischen den Schulterbla¨ttern immunisiert.
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Abb. 10:
A:
Aufreinigung von rekombinantem ActA:
Elutionsprofil bei Aufreinigung von rekombinantem ActA mit dem Impact I-System (New England Biolabs). ActA wird als
150 kDa ActA-Intein-CBD (”chitin binding domain”)-Fusionsprotein in DH5 überexprimiert und auf einer Chitin-Säule
gebunden. Durch Zugabe von DTT wird die Selbstspaltung des Inteins induziert. Das rekombinante ActA (90 kDa, ) wird von der
Säule eluiert, während der Intein-CBD-Teil auf der Säule verbleibt. Von den ungeradzahligen Fraktionen à 1,5 ml
sind jeweils 20 µl aufgetragen. Die beim Reinigen der Säule mit Regenerationspuffer aufgefangenen Fraktionen
enthalten neben dem abgespaltenen ActA (90 kD, ) auch noch das ungespaltene Fusionsprotein (150 kDa, ) und den Intein-CBD-Teil
(45 kDa, ).
TM
E. coli 
(arabische Ziffern)
(römische Ziffern)
Silberfärbung; M: Marker.
Westernblot der Fraktionen 3, 5 und 7 mit einem anti-ActA-Peptidantikörper. Neben der dünnen Bande auf Höhe von 90 kDa
enthalten auch die 55 kDa-Bande und die starke 42/4 kDa-Doppelbande ActA-Fragmente. Links Silberfärbung, rechts Blot mit dem
Peptidantikörper 1:100; Sekundärantikörper: SC-2004 (1:1000), Chloronaphthol-Entwicklung; M: Marker.
Die 90 kDa- bzw. 42/44 kDa-Proteinpräparationen nach zusätzlicher Aufreinigung über SDS-PAGE, Ausschneiden der 90 kDa-
Bande bzw. der 42/44 kDa-Doppelbande und Elektroelution. Silberfärbung; von jeder Präparation ist 1 µl aufgetragen; M: Marker.
B:
C:
Kaninchen 1 wurde mit 200 µg des 90 kDa-ActA und dem gleichen Volumen ”Freund´s
Adjuvant Complete“ (Sigma) immunisiert, Kaninchen 2 mit 200 µg der 42/44 kDa-ActA-
Pra¨paration und dem gleichen Volumen ”Freund´s Adjuvant Complete“. Nach Vier Wo-
chen erfolgte bei beiden Kaninchen eine ”Booster“-Injektion mit je 100 µg der entspre-
chenden Proteinpra¨paration und dem gleichen Volumen ”Freund´s Adjuvant Incomplete“
(Sigma). Da der Titer bereits sehr hoch war, wurde jedem Kaninchen fu¨nf Wochen nach
der ersten Immunisierung eine gro¨ßere Menge Blut (35 ml) entnommen. Elf Wochen nach
der ersten Injektion war der Titer erneut sehr hoch, weshalb Kaninchen 1 ausgeblutet wur-
de. Kaninchen 2 wurde ein zweites Mal mit 100 µg der 42/44 kDa-Proteinpra¨paration und
dem gleichen Volumen ”Freund´s Adjuvant Incomplete“ ”geboostert“. 17 Wochen nach
der ersten Immunisierung wurde Kaninchen 2 die letzte gro¨ßere Menge Serum entnommen.
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Abb. 11: Kontrolle der anti-ActA-Seren.
Western-Blot mit den anti-ActA-Seren (1:1000).
Sekundärantikör-
per: SC-2004 (1:1000); Chloronaphthol-Entwicklung. L: Gesamtprotein aus 80 µl
Kultur von EGD pERL3-79-1 nach MEM-Shift (97 kDa-ActA); :
Gesamtprotein aus 80 µl Kultur von A49
(verkürztes ActA, dem der prolinreiche Bereich fehlt); : Gesamtprotein
aus 80 µl Kultur von 2 pERL3-79-1 (das -Gen fehlt kom-
plett); E: Gesamtprotein aus 60 µl Kultur von pCYB4 (Negativkontrolle); A:
Gesamtprotein aus 60 µl Kultur von pCYB-ActA (ActA-Intein-CBD-Fu-
sionsprotein) nach Induktion der Überexpression des ActA-Fusionsproteins mit 1 mM
IPTG bei 30 C über 4 h in 2YT Medium. Beide Seren reagieren sehr spezifisch mit
ActA bzw. mit ActA-Abbauprodukten. Auch das ActA ohne den prolinreichen Be-
reich wird auf Höhe von 47 kDa erkannt ( ). Im
Der linke Blot wurde mit dem anti-
ActA-Serum 1, der rechte mit dem anti-ActA-Serum 2 entwickelt.
pERL3-79-1 nach MEM-
Shift 47 kDa-
pCYB4-Lysat (Negativkon-
trolle) wird nur eine Bande auf Höhe von ca. 75 kDa schwach erkannt, die bereits vom
Präimmunserum schwach detektiert wurde. Im pCYB-ActA-Lysat (A) sind das
ActA-Intein-CBD-Fusionsprotein auf Höhe von 150 kDa, das abgespaltene ActA auf
Höhe von 90 kDa und weitere ActA-Abbauprodukte zu sehen.
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Beide ActA-Antiseren erkennen sehr speziﬁsch sowohl rekombinantes als auch wild-
typisches ActA. Zwischen Serum 1 und Serum 2 ist kein Unterschied feststellbar (Abb.
11). Fu¨r die Western-Blots zum Testen der Antiseren wurden L. monocytogenes-Sta¨mme
mit einer zusa¨tzlichen Kopie des prfA-Gens auf dem Plasmid pERL3-79-1 verwendet, die
zusa¨tzlich noch 1 h in MEM (”minimal essential medium“) inkubiert wurden, was zu ei-
ner versta¨rkten Expression aller PrfA-abha¨ngigen Virulenzgene und somit von actA fu¨hrt
(Bohne et al., 1996).
2.6 LaXp180 bindet ActA in vitro
Um die Ergebnisse der ”Yeast Two-Hybrid“ Experimente zu besta¨tigen, wurde u¨berpru¨ft,
ob ActA auch in vitro an LaXp180 binden kann. Hierzu wurde das C-terminale Drittel
von LaXp180 (AS 1036-1591, vgl. Abb. 4B) mit einem N-terminalen His6-Tag in E. coli
M15 pQHS30 durch Induktion mit IPTG u¨berexprimiert. Der native Rohextrakt, der das
rekombinante His6-LaXp180 in großer Menge entha¨lt, wurde anschließend auf eine Ni-NTA
Sa¨ule (Qiagen) geladen und intensiv gewaschen. Parallel dazu wurde in einem nativen
Rohzellextrakt aus E. coli pCYB-ActA, der durch Induktion mit IPTG ActA als ActA-
Intein-CBD (”chitin binding domain“)-Fusionsprotein u¨berexprimiert, durch Zugabe von
β-Mercaptoethanol die Selbstspaltung der Intein-Doma¨ne induziert. Dieser Zellextrakt,
der das bereits von der Intein-CBD-Fusion abgespaltene native ActA enthielt, wurde u¨ber
die Sa¨ule gegeben, an der bereits das His6-LaXp180 gebunden war. Nach intensivem
Waschen wurden die Proteine mit einem ansteigenden Imidazol-Gradienten von der Sa¨ule
eluiert. Die Fraktionen wurden mit TCA gefa¨llt, u¨ber SDS-PAGE aufgetrennt und durch
Western-Blots mit anti-ActA- und anti-LaXp180-Antiseren analysiert (Abb. 12). ActA
eluierte in großer Menge in den gleichen Fraktionen zusammen mit LaXp180, was zeigt,
daß ActA oﬀensichtlich in vitro auf der Sa¨ule an LaXp180 gebunden war (Abb. 12 oben
links, Abb. 13A und 13B).
An Stelle des His6-LaXp180 wurde fu¨r eine geeignete Negativkontrolle ein beliebiges
His6-Protein gesucht, das nicht an ActA bindet. Schließlich wurde das listerielle Oberﬂa¨-
chenprotein InlC mit einem N-terminalen His6-Tag (F. Engelbrecht und S. Hom, Lehrstuhl
fu¨r Mikrobiologie der Universita¨t Wu¨rzburg) als Negativkontrolle verwendet, fu¨r das be-
reits Antiserum zur Veru¨gung stand. Nach Zugabe des Rohzellextraktes mit dem rekombi-
nanten, bereits von der Intein-CBD-Fusion abgespaltenen ActA auf die Ni-NTA-Sa¨ule, an
der bereits His6-InlC gebunden war, eluierten nach intensivem Waschen nur Spuren von
ActA zusammen mit großen Mengen des His6-InlC (Abb. 12 oben rechts, Abb. 13D). Bei
einer anderen Negativkontrolle, bei der die Sa¨ule vor Zugabe des rekombinanten ActA nur
mit einem E. coli-Lysat ohne irgendein His6-Protein beladen wurde, eluierte auch ActA
von der Sa¨ule. Das Elutionsproﬁl von ActA unterschied sich hierbei jedoch deutlich vom
Elutionsproﬁl in Anwesenheit von His6-LaXp180. In Abwesenheit eines His6-Proteins ﬁn-
det man ActA in den allerersten Fraktionen in relativ großer Menge. Die Menge an ActA
nimmt dabei mit der Fraktionszahl kontinuierlich ab (Abb. 13C), wa¨hrend beim gleichen
Experiment in Anwesenheit von His6-LaXp180 in den ersten Fraktionen wenig ActA vor-
handen ist, der ActA-Gehalt dann aber parallel zum LaXp180-Gehalt ansteigt und wieder
abnimmt (Abb. 12 unten links, Abb. 13A und 13B). Das Eluieren von ActA von einer
Sa¨ule, auf der kein His6-Protein gebunden war, ru¨hrt vermutlich daher, daß die freien
Bindungsstellen der Ni-NTA-Matrix nicht abgesa¨ttigt waren, ActA unspeziﬁsch bindet
und gleich in den ersten Fraktionen eluiert. Wenn die Ni-NTA-Matrix dagegen vor Zu-
gabe des rekombinanten ActA mit irgendeinem anderen His6-Protein abgesa¨ttigt ist, das
nicht an ActA bindet, wie z.B. His6-InlC, bleiben nur noch Spuren von ActA auf der Sa¨ule
zuru¨ck, die dann in den ersten Fraktionen eluieren (Abb. 12 unten rechts, Abb. 13D).
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Linke Spalte:
LaXp180 bindet an ActA .
Elutionsprofil des His -LaXp180 (60 kDa großes C-terminales Fragment) (Mitte) und von rekombinantem ActA (oben)
von einer Ni-NTA-Säule, die zuerst mit einem Rohextrakt aus M15 pQHS30, der das
in vitro
E. coli
6
His -LaXp180 überexprimiert, beladen
wurde und anschließend mit einem pCYB4-Extrakt, in dem ActA überexprimiert und bereits von der Intein-CBD-Fusion
abgespalten war. Beide Proteine eluieren bei Zugabe von Imidazol in steigender Konzentration parallel von der Säule. Unten:
Quantitative Analyse der Elutionsprofile durch densitometrisches Vermessen der Banden. ActA: blau, LaXp180: rot. Der scheinbare
Rückgang der LaXp180-Konzentration in Fraktion 16 und 18 ist ein Artefakt, da die Proteinkonzentration in diesen Fraktionen so hoch
war, daß sich das Pellet nach Fällen der Proteine nicht vollständig löste.
Negativkontrolle. Der gleiche Interaktionstest wie oben beschrieben, jedoch mit His -InlC an Stelle von His -
LaXp180. Wird zuerst ein Rohextrakt aus , der His -InlC überexprimiert, und anschließend ein Extrakt mit rekombinantem ActA
auf die Säule geladen, eluiert ActA nach intensivem Waschen nur in Spuren und nicht parallel mit InlC. Elutionsprofil von ActA (oben)
und His -InlC (Mitte). Unten: Quantitative Auswertung der Elutionsprofile. ActA: blau, InlC: rot. Die scheinbar geringeren
Konzentrationen von InlC in Fraktion 18 und 20 sind wieder Artefakte. Jeweils linke Skala: Künstliche Einheiten für die Intensität der
ActA-Banden (relative Werte), rechte Skala: relative prozentuale Bandenintensität (von LaXp180, links, bzw. InlC, rechts), wobei der
Wert der jeweils stärksten Bande gleich 100 % gesetzt wurde. Für die Western-Blots wurden pro Spur jeweils 0,7 ml einer 1,5 ml Fraktion
aufgetragen. 1. Ak: Anti-ActA 1, 1:1000 (oben); Anti-LaXp180, 1:1000 (Mitte links); Anti-InlC (S. Hom, Lehrstuhl für Mikrobiologie,
Universität Würzburg), 1:4000 (Mitte rechts); 2. Ak: SC-2004, 1:1000; Chloronaphthol-Entwicklung.
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Abb. 13: Vergleich der Negativkontrollen bei
Bindungstests von ActA an LaXp180.
Elutionsprofil von His -LaXp180 von einer
Ni-NTA-Säule. Elutionsprofile von re-
kombinantem ActA von einer Ni-NTA-Säule,
die vor Zugabe von ActA mit einem
His -LaXp180 überex-
primiert ( ), kein His -Protein exprimiert ( )
oder His -InlC überexprimiert war ( ). ActA
eluiert in relativ großer Menge zusammen mit
His -LaXp180 ( ). Werden die freien Bindungs-
stellen der Ni-NTA-Matrix nicht durch His -
in vitro-
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beladen wurde, in dem
Proteine abgesättigt, bindet ActA unspezifisch an die Matrix. Das Elutionsprofil verläuft dann aber nicht parallel zu dem von His -
LaXp180 ( ). Werden die Bindungsstellen vor Zugabe von ActA mit einem anderen His -Protein abgesättigt (hier His -InlC), eluiert
ActA nur in Spuren ( ). Für die Western-Blots wurden pro Spur jeweils 0,7 ml einer 1,5 ml Fraktion aufgetragen. 1. Ak: anti-LaXp180,
1:1000 ( ) bzw. anti-ActA1, 1:1000 ( ); 2. Ak: SC-2004, 1:1000; Chloronaphthol-Entwicklung.
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2.7 LaXp180 wird in verschiedenen Sa¨ugerzellen exprimiert
Die Expression von LaXp180 wurde u¨ber RT-PCR (”Reverse Transcriptase Polymera-
se Chain Reaction“) in verschiedenen Sa¨ugerzellen analysiert. Neben Cos-1-Fibroblas-
ten aus der Gru¨nen Meerkatze, humanen Caco-2-Epithelzellen und murinen P388D1-
Makrophagen-a¨hnlichen Zellen wurden auch prima¨re Knochenmarksmakrophagen BMMΦ
der Maus verwendet. Hierzu wurde Gesamt-RNA aus mit L. monocytogenes EGD inﬁ-
zierten und nicht-inﬁzierten Zellen isoliert, revers transkribiert und mit entsprechenden
Primerpaaren ampliﬁziert (nach Kuhn und Goebel, 1994). Zur Kontrolle werden RT-
PCRs mit β-Aktin-speziﬁschen Primerpaaren durchgefu¨hrt. Hierbei nimmt man an, daß
die Konzentration von β-Aktin-mRNA in inﬁzierten und nicht-inﬁzierten Zellen gleich ist.
Fu¨r die LaXp180-speziﬁschen PCRs wurden daher jeweils die Mengen an cDNA eingesetzt,
die in vorausgegangenen β-Aktin-speziﬁschen-PCRs die gleiche Menge an PCR-Produkt
ergaben. Die Primerpaare zur Ampliﬁkation von LaXp180 und β-Aktin sowie die erwar-
teten Gro¨ßen der PCR-Produkte sind in Tabelle 4 zusammengefaßt.
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Caco-2 BMM P388D1 Cos-1Abb. 14: Expression von LaX-
p180 in verschiedenen Säuger-
zellen.
Über RT-PCR wurde die Expres-
sion von LaXp180-
in mit
EGD infizierten und nicht-infi-
zierten humanen Caco-2-Epithel-
zellen, Knochenmarksmakropha-
gen (BMM ) und P388D -Ma-
krophagen-ähnlichen Zellen der
spezifischen
mRNAs L. monocytogenes
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Maus und Cos-1 Fibroblasten aus Affen analysiert, indem Gesamt-RNA isoliert, revers transkribiert und mit LaXp180-spezifischen
Primerpaaren über PCR amplifiziert wurde. Zur Kontrolle wurden -Aktin-spezifische Primerpaare verwendet. M: Marker; AN: -
Aktin-spezifische PCR, nicht-infizierte Zellen; AI:
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-Aktin-spezifische PCR, infizierte Zellen; LN: LaXp180-spezifische PCR, nicht-
infizierte Zellen; LI: LaXp180-spezifische PCR, infizierte Zellen. Zur Amplifikation der -Aktin-spezifischen cDNA aus Caco-2-
Zellen wurden Primerpaare für humanes -Aktin verwendet (661 bp PCR-Produkt), die -Aktin-spezifische cDNA aller anderen Zellen
wurde über Primerpaare für Maus- -Aktin amplifiziert (348 bp PCR-Produkt). In allen analysierten Zellen liegt LaXp180-mRNA vor,
deren Konzentration sich im Verlauf einer Infektion in den ersten vier Stunden der Infektion nicht verändert. Zur
Amplifikation der LaXp180-cDNA aus allen vier Zelltypen wurde das gleiche Primerpaar verwendet, das für Maus-cDNA ein 609 bp
und humane cDNA aufgrund zweier kurzer Deletionen im amplifizierten Bereich ein 594 bp großes Produkt erzeugt.
L. monocytogenes-
Gen (Spezies) Primerpaar Produkt
LaXp180 5′-CGGGATAAAGATTTGATAGAGTC-3′ 609 bp (Maus)
(Mensch/Maus) 5′-GCCTTTTTGGCTTGACAGTATTC-3′ 594 bp (Mensch)
β-Aktin 5′-CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATGGAGGG-3′
(Mensch) 5′-TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA-3′
661 bp
β-Aktin 5′-TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC-3′
(Maus) 5′-TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCC-3′
348 bp
Tabelle 4: Primerpaare und Produktgro¨ßen fu¨r die Kontrolle der Expression von LaXp180 in verschiede-
nen Sa¨ugerzellen u¨ber RT-PCR. Die Primerpaare wurden nach der Nukleotidsequenz des entsprechenden
Gens der in Klammern angegebenen Spezies ausgesucht. Die Primerpaare zur Ampliﬁkation von LaXp180
binden an hoch konservierte Bereiche des Gens von Maus und Mensch und ergeben aufgrund zweier kur-
zer Deletionen in der humanen Sequenz 609 bp (Maus) bzw. 594 bp (Mensch) lange Produkte. Die von
Genen der Maus abgeleiteten Primerpaare wurden auch zur Ampliﬁkation der entsprechenden Gene aus
Cos-1-Aﬀenzellen eingesetzt und ergeben gleich lange Produkte.
Wie in Abb. 14 gezeigt, wurde LaXp180-speziﬁsche mRNA in allen analysierten Zell-
typen detektiert. Eine Infektion der Zellen mit L. monocytogenes EGD in einem Zeitraum
bis zu 4 h fu¨hrte zu keiner meßbaren Vera¨nderung in der LaXp180-mRNA-Konzentration.
2.8 Immunopra¨zipitation eines 194 kDa Proteins
Da trotz des Vorhandenseins von LaXp180-speziﬁscher mRNA in allen analysierten
Sa¨ugerzellen in Western-Blots mit Lysaten aus Sa¨ugerzellen keine LaXp180-speziﬁsche
Bande vom anti-LaXp180-Serum erkannt wurde (Abb. 9A, Spuren C und C′), wurde ver-
sucht, LaXp180 u¨ber Immunopra¨zipitation nachzuweisen. Bei der Immunopra¨zipitation
wird ein Rohproteinextrakt mit einem gegen das Zielprotein gerichteten Antiko¨rper und
Protein A-Agarose inkubiert. Protein A aus Staphylococcus aureus bindet speziﬁsch an die
Fc-Region von Immunglobulinen und bildet mit dem Antiko¨rper und dem gebundenen An-
tigen einen Komplex, der durch die Kopplung von Protein A an Agaroseku¨gelchen durch
Abzentrifugieren vom Proteinextrakt getrennt werden kann. Fu¨r die Immunopra¨zipitation
von LaXp180 wurden neben Lysaten aus Cos-1-Fibroblasten auch Gehirnextrakte von
Ma¨usen verwendet, da das Phosphoprotein Stathmin in der ho¨chsten Konzentration im
Gehirn vorkommt (Koppel et al., 1990). Da Stathmin oﬀensichtlich an LaXp180 bindet
(Maucuer et al., 1995), wurde angenommen, daß vermutlich auch LaXp180 im Gehirn in
ho¨herer Konzentration vorkommt. Die Lysate wurden mit dem anti-LaXp180-Serum und
Protein-A-Agarose inkubiert. Nach Abzentrifugation des LaXp180-Antiko¨rper-Protein-
A-Agarose-Komplexes und mehreren Waschschritten wurden die Pra¨zipitate u¨ber SDS-
PAGE getrennt und in Western-Blots mit dem anti-LaXp180-Serum analysiert. Als Ne-
gativkontrollen wurden Immunopra¨zipitationen mit dem Pra¨immunserum bzw. ohne jeg-
liches Serum durchgefu¨hrt. Das Pra¨immunserum ist das Serum des Kaninchens, das vor
der ersten Immunisierung mit dem entsprechenden Antigen gewonnen wurde.
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Abb. 15: Immunopräzipitation.
Proteinextrakte aus Cos-1-Fibroblasten (Spuren 1-3) oder Gehirnen von Mäusen (Spuren 4
und 5) wurden mit dem anti-LaXp180-Serum immunopräzipitiert . Als
Negativkontrollen wurden die Proteinextrakte mit dem Präimmunserum (Spuren 2 und 5)
oder ohne Serum (Spur 3) präzipitiert. Nach Auftrennen der Präzipitate über SDS-PAGE
(10%-iges PAA-Gel), Transfer auf Nitrozellulose und Western-Blot mit dem anti-
LaXp180-Serum (1:000) wird im Cos-1-Zellextrakt eine 194 kDa große Bande detektiert,
im Gehirnextrakt zusätzlich noch eine Bande auf Höhe von 97 kDa. Die starken Banden im
Bereich von 30 - 50 kDa stammen von Protein A bzw. Immunglobulinfragmenten. 2. Ak:
SC-2004; Chloronaphthol-Entwicklung.
(Spuren 1 und 4)
Wie in Abb. 15 ersichtlich, konnte mit dem anti-LaXp180-Serum in einem Lysat aus
Cos-1-Fibroblasten ein 194 kDa großes Protein detektiert werden. Die Laufho¨he dieses
Proteins stimmt mit dem theoretischen Molekulargewicht von 183 kDa gut u¨berein. Eine
Immunopra¨zipitation mit dem anti-LaXp180-Serum in einem Gehirnextrakt aus Ma¨usen
lieferte zusa¨tzlich zu der Bande auf Ho¨he von 194 kDa noch eine zweite Bande auf Ho¨he
von 97 kDa. In den Negativkontrollen waren keine Banden auf der entsprechenden Ho¨he
zu erkennen.
2.9 LaXp180 kolokalisiert mit L. monocytogenes in inﬁzierten
Zellen
Die intrazellula¨re Verteilung von LaXp180 wurde u¨ber Immunﬂuoreszenzmikroskopie an
mit L. monocytogenes inﬁzierten Sa¨ugerzellen mit dem pra¨adsorbierten anti-LaXp180-
Kaninchenserum und einem mit dem roten Fluoreszenzfarbstoﬀ Lissamin-Rhodamin-
Sulfonylchlorid (LRSC)-konjugierten Ziege-anti-Kaninchen-Sekunda¨rantiko¨rper (Dianova)
untersucht. Die Gewebekulturzellen wurden inﬁziert, indem Listerien in das Zellkulturme-
dium gegeben und anschließend 10 min bei 1200 rpm auf die Zellen zentrifugiert wurden.
Eine Stunde nach der Infektion wurde das bakterienhaltige Medium abgezogen, die noch
nicht in Zellen eingedrungenen Bakterien vom Zellrasen abgewaschen und Gentamycin-
haltiges Medium zugegeben. Dieser Zeitpunkt wird mit 0 h p.i. (”post infection“) bezeich-
net. Das Antibiotikum Gentamycin to¨tet die restlichen, noch nicht in Zellen eingedrunge-
nen Bakterien inklusive aller an den Zellen adha¨renten Bakterien ab, gelangt jedoch nur in
Spuren ins Zytoplasma der Zellen. Bereits intrazellula¨re Bakterien werden dadurch nicht
abgeto¨tet. Die inﬁzierten Zellen wurden 4 h nach Gentamycin-Zugabe (= 4 h p.i.) ﬁxiert
und mit den verschiedenen Antiko¨rpern inkubiert.
In Vorversuchen wurden die Bedingungen fu¨r die Immunﬂuoreszenzfa¨rbungen opti-
miert. Zur Wahl des geeigneten Zelltyps wurden Caco-2-Epithelzellen (human), HeLa-
epithelzella¨hnliche Zellen (human), mikrovaskula¨re Gehirnendothelzellen (BMEC, hu-
man), Cos-1-Fibroblasten (Gru¨ne Meerkatze) und P388D1-Makrophagen (Maus) mit
L. monocytogenes EGD mit einer MOI=50 (”multiplicity of infection“) inﬁziert, mit Ace-
ton ﬁxiert und dem anti-LaXp180-Serum in einer Verdu¨nnung von 1:20 und dem LRSC-
konjugierten Sekunda¨rantiko¨rper (1:40) gefa¨rbt. Wa¨hrend in Caco-2-, HeLa-, BMEC-
und Cos-1-Zellen an einzelnen Stellen im Pra¨parat das anti-LaXp180-Serum die Bakteri-
en anfa¨rbte, wurde in P388D1-Makrophagen keine Kolokalisation von LaXp180 mit den
Listerien beobachtet. Da in Cos-1-Fibroblasten im Vergleich zu den anderen Zelltypen
mehr Stellen im Pra¨parat gefunden wurden, in denen Bakterien vom anti-LaXp180-Serum
gefa¨rbt waren, und dieser Zelltyp als sehr gut transﬁzierbar gilt, wurden alle weiteren
Immunﬂuoreszenzananlysen an Cos-1-Fibroblasten durchgefu¨hrt.
Aceton Methanol
10 µm
Abb. 16: Vergleich der Fixierungsmethoden.
Nicht-infizierte Cos-1-Fibroblasten wurden für die Immunfluoreszenzmikroskopie mit Aceton und vorausgehender Permeabilisierung
mit 0,5% Triton-X-100 (links) bzw. Methanol (rechts) fixiert. Nach Aceton-Fixierung sind nur die Zellkerne punktiert gefärbt, während
nach Methanol-Fixierung auch das Zytoplasma stark angefärbt ist.
Zum Austesten verschiedener Antiko¨rperkonzentrationen wurden Cos-1-Zellen, die
mit L. monocytogenes EGD mit einer MOI=50 inﬁziert waren, mit unterschiedlichen
Verdu¨nnungsstufen des anti-LaXp180-Serums und des Sekunda¨rantiko¨rpers gefa¨rbt. Von
den getesteten Konzentrationen 1:20, 1:40, 1:80 und 1:200 ergaben 1:40-Verdu¨nnungen
sowohl des anti-LaXp180-Serums als auch des Sekunda¨rantiko¨rpers die besten Ergebnisse.
Zur Ermittlung der geeigneten Fixierungsmethode wurden nicht-inﬁzierte Cos1-Zellen
vor der Inkubation mit dem anti-LaXp180-Serum mit Methanol oder Aceton ﬁxiert. Fu¨r
die Methanolﬁxierung werden die Zellen 20 min in vorgeku¨hltem Methanol bei -20 ◦C
inkubiert und ohne vollsta¨ndige Trocknung mit dem Antiserum bedeckt. Bei der Ace-
tonﬁxierung werden die Zellen 1 min mit 0,5 % Triton-X-100 permeabilisiert, 3 min in
vorgeku¨hltem Aceton bei -20 ◦C ﬁxiert, und erst nach vollsta¨ndiger Trocknung mit dem
Antiserum inkubiert. Wie in Abb. 16 zu sehen, resultiert eine Fixierung mit Aceton und
vorausgegangener Permeabilisierung durch Triton in einer punktierten Fa¨rbung des Zell-
kerns, wa¨hrend nach einer Fixierung mit Methanol neben einer starken Kernfa¨rbung auch
das Zytoplasma stark angefa¨rbt ist. Durch die starke Fa¨rbung des Zytoplasmas nach
Methanol-Fixierung sind eventuell angefa¨rbte Listerien nicht zu erkennen. Daher ist eine
Aceton-Fixierung mit vorausgehender Permeabilisierung durch Triton fu¨r Immunﬂuores-
zenzanalysen mit dem anti-LaXp180-Serum die Methode der Wahl.
Abb. 17:
A:
Negativkontrollen.
Cos-1-Fibroblasten wurden mit EGD infiziert und mit dem Präimmunserum gefärbt, das vor der ersten
Immunisierung mit rekombinantem LaXp180 gewonnen wurde. Bei hoher Konzentration (1:20) des Präimmunserums und relativ
langer Belichtungszeit sieht man eine
L. monocytogenes
leichte punktierte Kernfärbung. Phasenkontrastaufnahme zu A. Färbung infizierter Cos-1-
Zellen nur mit dem Sekundärantikörper (1:20). Auch in hoher Konzentration färbt der Sekundärantikörper weder zelluläre noch
bakterielle Strukturen. Phasenkontrast zu C.
B: C:
D:
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Die Speziﬁta¨t des anti-LaXp180-Serums und des Sekunda¨rantiko¨rpers wurde durch
eine Reihe von Negativkontrollen u¨berpru¨ft. Hitzeﬁxierte L. monocytogenes EGD, die
in BHI-Medium kultiviert und mit PBS gewaschen waren, wurden vom anti-LaXp180-
Serum wie auch dem Sekunda¨rantiko¨rper sogar in der relativ hohen Konzentration von
1:20 nicht gefa¨rbt. Das anti-LaXp180-Serum und der Sekunda¨rantiko¨rper zeigen demnach
keine Kreuzreaktion mit listeriellen Proteinen.
Ferner wurden Fa¨rbungen mit dem Pra¨immunserum des Kaninchens, das vor der ersten
Immunisierung mit rekombinantem LaXp180 gewonnen wurde, an mit L. monocytogenes
EGD inﬁzierten Cos-1-Zellen durchgefu¨hrt. Das Pra¨immunserum ergibt in hoher Konzen-
tration (1:20) bei relativ langer Belichtungszeit eine ganz leichte punktierte Fa¨rbung der
Zellkerne, die jedoch - bei gleicher Belichtungszeit - wesentlich schwa¨cher als die Fa¨rbung
mit dem anti-LaXp180-Serum ist (Abb. 17A). Fa¨rbungen inﬁzierter Zellen mit dem Se-
kunda¨rantiko¨rper in hoher Konzentration (1:20) alleine blieben vo¨llig negativ (Abb. 17C).
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Abb. 18:
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Immunfluoreszenz nicht-infizierter Zellen.
Phasenkontrastaufnahme; Färbung des anti-LaXp180-Serums; FITC-Phalloidin-Färbung des Aktinskeletts; Überlagerung
von A und B; Überlagerung von B und C; Überlagerung von A, B und C. Wie in A und D deutlich zu sehen, färbt das anti-
LaXp180-Serum die Zellkerne sowie jeweils einen definierten Bereich direkt neben einem Zellkern.
Nach der Ermittlung des geeigneten Zelltyps, der optimalen Fa¨rbebedingungen und der
U¨berpru¨fung der Speziﬁta¨t der Fa¨rbemethode durch die vorausgegangenen ”technischen“
Negativkontrollen wurde die Lokalisation von LaXp180 in nicht-inﬁzierten oder mit ver-
schiedenen L. monocytogenes-Sta¨mmen inﬁzierten Zellen untersucht. Alle folgenden Im-
munﬂuoreszenzfa¨rbungen wurden an Cos-1-Fibroblasten nach Aceton-Fixierung mit dem
anti-LaXp180-Serum und dem Sekunda¨rantiko¨rper jeweils in einer Verdu¨nnung von 1:40
durchgefu¨hrt. Zusa¨tzlich wurde zellula¨res F-Aktin mit Fluorescein-Iso-thiocyanat (FITC)-
konjugiertem Phalloidin (Sigma) gefa¨rbt. Abb. 18 zeigt eine Immunﬂuoreszenzfa¨rbung von
nicht-inﬁzierten Cos-1-Zellen. Neben einer Phasenkontrastaufnahme, der anti-LaXp180-
Fa¨rbung in der Rotﬂuoreszenz und der Phalloidin-Fa¨rbung in der Gru¨nﬂuoreszenz sind
auch verschiedene U¨berlagerungen der einzelnen Aufnahmen dargestellt. In den Abbil-
dungen 18B und 18D ist deutlich zu erkennen, daß das anti-LaXp180-Serum die Zellkerne
sowie deﬁnierte Bereiche direkt neben den Zellkernen anfa¨rbt. Bei diesen Bereichen ko¨nnte
es sich aufgrund der Position innerhalb der Zelle um die Centrosom-Komplexe handeln.
Fu¨r Doppelimmunﬂuoreszenzfa¨rbungen inﬁzierter Zellen wurden Cos-1-Fibroblasten
mit L. monocytogenes EGD mit einer MOI=12,5 inﬁziert. Die anti-LaXp180-Fa¨rbungen
besta¨tigten die bereits in den Vorversuchen mit verschiedenen Zelltypen beobachtete Ko-
lokalisation von LaXp180 mit der Bakterienoberﬂa¨che. Auﬀallend dabei war, daß in einer
einzelnen Zelle nicht alle Bakterien vom anti-LaXp180-Serum angefa¨rbt wurden und die
angefa¨rbten Listerien auch nicht gleichma¨ßig u¨ber das gesamte Pra¨parat verteilt waren,
sondern sich auf eher wenige Bereiche in einem Pra¨parat konzentrierten. In allen Zellen
eines Pra¨parates waren aber die Kerne und begrenzte Bereiche direkt neben den Kernen
vom anti-LaXp180-Serum gefa¨rbt. Hieraus la¨ßt sich schließen, daß oﬀensichtlich alle Zellen
LaXp180 exprimieren, aber LaXp180 nur in wenigen Zellen mit der Bakterienoberﬂa¨che
kolokalisiert. Eine genaue Analyse der roten anti-LaXp180-Fluoreszenz zeigte, daß das
anti-LaXp180-Serum meistens nur einen Pol des Bakteriums U-fo¨rmig anfa¨rbte (Abb. 19B
und D; Abb. 20; Abb. 21, linke Spalte). FITC-Phalloidin fa¨rbt neben dem Aktinskelett
der Zelle auch den Aktinsaum bzw. Aktinschweif, den die Bakterien durch Polymerisation
zellula¨ren Aktins gebildet haben (Abb. 19C; Abb. 20; Abb. 21, mittlere Spalte). Eine
U¨berlagerung der Rotﬂuoreszenz des anti-LaXp180-Serums und der Gru¨nﬂuoreszenz der
FITC-Phalloidin-Fa¨rbung zeigte u¨berraschend, daß sich beide Fa¨rbungen wechselseitig
ausschließen (Abb. 19D; Abb. 20; Abb. 21, rechte Spalte). Bei Listerien, die einen Ak-
tinschweif ausgebildet haben, wurde nur der dem Schweif abgewandte Pol des Bakteriums
vom anti-LaXp180-Serum angefa¨rbt. Bakterien, die sich teilen, wurden in der Mitte, an
der Stelle der Septumbildung, vom anti-LaXp180-Serum gefa¨rbt, wa¨hrend die Pole der
Bakterien durch die FITC-Phalloidin-Fluoreszenz gru¨n auﬂeuchteten. Eher seltener fan-
den sich auch Bakterien, deren gesamte Oberﬂa¨che entweder nur vom anti-LaXp180-Serum
oder nur durch Phalloidin angefa¨rbt war (Abb. 21, 3. Reihe). Auch diese Beobachtungen
besta¨tigen den wechselseitigen Ausschluß beider Fa¨rbungen.
Um herauszuﬁnden, ob die Kolokalisation von LaXp180 von der Anwesenheit von ActA
auf der Bakterienoberﬂa¨che abha¨ngt, wurden Doppelimmunﬂuoreszenzfa¨rbungen von Zel-
len untersucht, die mit L. monocytogenes ∆2 (Hauf et al., 1997) mit einer MOI=50 inﬁziert
wurden. Im Stamm L. monocytogenes ∆2 fehlen die Gene actA, mpl und plcB vollsta¨ndig
(vgl. Abb. 1). Wie in Abb. 22 zu sehen, ist L. monocytogenes ∆2 nicht mehr in der Lage,
Aktin zu polymerisieren und sich fortzubewegen. Da die Teilungen aber normal ablaufen,
bilden diese Listerien Mikrokolonien aus (Hauf et al., 1997). L. monocytogenes ∆2 kann
sich nicht in die Nachbarzellen ausbreiten, weshalb die Mikrokolonien nur in wenigen ein-
zelnen Zellen zu ﬁnden sind, die vor Zugabe von Gentamycin inﬁziert wurden. In keinem
der mit L. monocytogenes ∆2 inﬁzierten Pra¨parate waren die Listerien vom anti-LaXp180-
Serum angefa¨rbt (Abb. 22B, D, E). Daher ist die beim Wildtyp L. monocytogenes EGD
beobachtete Kolokalisation von LaXp180 mit der Bakterienoberﬂa¨che abha¨ngig von der
Anwesenheit von ActA und ein weiterer Hinweis, daß LaXp180 an ActA bindet.
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Immunfluoreszenzanalyse der intrazellulären Loka-
lisation von LaXp180 in mit EGD infizierten
Cos-1-Zellen.
Phasenkontrastaufnahme; Rotfluoreszenz des anti-LaX-
p180-Serums; FITC-Phalloidin-Färbung; Überlagerung
von B und C.
L. monocytogenes
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Abb. 21: Immunfluoreszenzanalyse der intrazellulären Lokalisation von LaXp180 in mit EGD infizierten Cos-1-
Zellen.
Alle Aufnahmen einer Reihe zeigen den gleichen Bildausschnitt, Bilder in unterschiedlichen Reihen stammen von unterschiedlichen
Präparaten. Linke Spalte: anti-LaXp180-Färbung; mittlere Spalte: FITC-Phalloidin-Färbung; rechte Spalte: Überlagerung der jeweils
linken und mittleren Aufnahmen. Neben Listerien, die am einen Pol vom anti-LaXp180-Serum und am entgegengesetzten Pol durch
Phalloidin gefärbt sind, findet man auch Bakterien, die nur vom anti-LaXp180-Serum oder nur von Phalloidin angefärbt sind.
L. monocytogenes
Abb. 20: Details aus Abb. 19.
In den Detailvergrößerungen ist der wechselseitige Ausschluß
des Vorhandenseins von LaXp180 und F-Aktin auf der Ober-
fläche von deutlich sichtbar. Oberste Reihe:
Phasenkontrast; Zweite Reihe: anti-LaXp180-Färbung; dritte
Reihe: FITC-Phalloidin-Fluores-zenz; unterste Reihe: Über-
lagerungen.
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Abb. 22:
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Immunfluoreszenzanalyse der Verteilung von LaXp180 in mit 2 infizierten Cos-1-Zellen.
Phasenkontrastaufnahme; anti-LaXp180-Fluoreszenz; FITC-Phalloidin-Färbung; Überlagerung von A, B und C;
Überlagerung von A und B; Überlagerung von A und C. Im Stamm 2 sind die Gene und
vollständig deletiert.
L. monocytogenes
L. monocytogenes actA, mpl plcB


L. monocytogenes
L. monocytogenes
L. monocytogenes
2 ist daher nicht mehr in der Lage, Aktin zu polymerisieren und sich fortzubewegen und bildet
deshalb typische Mikrokolonien in der Nähe des Zellkerns aus (A). In der grünen Phalloidin-Färbung ist kein polymerisiertes Aktin auf
der Bakterienoberfläche zu erkennen (C, D, F). LaXp180 kolokalisiert nicht mit der Oberfläche von 2 (B, E, F), was
eindrucksvoll zeigt, daß die Kolokalisation von LaXp180 mit intrazellulären EGD auf die Anwesenheit von ActA
zurückzuführen ist.


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Abb. 23:
A: B: C: D: E:
Immunfluoreszenzanalyse der intrazellulären Verteilung von LaXp180 in mit EGD infizierten Zellen nach
Behandlung mit 0,1 µg/ml Cytochalasin D.
Phasenkontrast; FITC-Phalloidin-Färbung; anti-LaXp180-Fluoreszenz; Überlagerung von A und C; Überlagerung von
A, B und C. Cytochalasin D depolymerisiert F-Aktin, weshalb sich kein Aktinsaum oder -schweif an der Oberfläche der Listerien
ausbildet (B, E). Da LaXp180 dennoch nur an jeweils einem Pol des Bakteriums lokalisiert ist, wird ausgeschlossen, daß die polare
Verteilung von LaXp180 auf der Bakterienoberfläche auf eine sterische Hinderung durch den Aktinsaum oder -schweif zurückzuführen
ist (C, D, E).
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Abb. 24:
A: B: C: D: E:
Immunfluoreszenzanalyse der intrazellulären Verteilung von LaXp180 in mit A49 infizierten Zellen.
Phasenkontrast; FITC-Phalloidin-Fluoreszenz; anti-LaXp180-Färbung; Überlagerung von A und C; Überlagerung von
A, B und C. A49 produziert ein ActA-Protein, dem der zentrale prolinreiche Bereich fehlt und kann kein Aktin mehr
polymerisieren (B). Das anti-LaXp180-Serum färbt im Gegensatz zur polaren Färbung des Wildtyps die gesamte Bakterienoberfläche
der Mutante A49, wobei nicht alle Bakterien gefärbt sind
L. monocytogenes
L. monocytogenes
(C, D, E).
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Abb. 25:
A: B: C: D: E:
F:
Immunfluoreszenzfärbung mit dem monoklonalen Antikörper 4B6.
Phasenkontrast; FITC-Phalloidin-Fluoreszenz; 4B6-Färbung; Überlagerung von B und C; Überlagerung von A und D;
Überlagerung von A, B und C. Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Antikörper 4B6 resultiert in einer punktierten Kernfär-
bung, die Listerien werden nicht angefärbt.
L. monocytogenes EGD-infizierter Cos-1-Zellen
Ob die polare Verteilung von LaXp180 auf der Oberﬂa¨che intrazellula¨rer L. mono-
cytogenes EGD auf eine sterische Hinderung durch den Aktinsaum oder Aktinschweif
zuru¨ckzufu¨hren ist, wurde durch Behandlung inﬁzierter Zellen (MOI=12,5) mit Cyto-
chalasin D analysiert (Abb. 23). Cytochalasin D depolymerisiert F-Aktin, wodurch die
Ausbildung des Aktinsaumes oder -schweifes auf der Bakterienoberﬂa¨che unterdru¨ckt wird
(Mounier et al., 1990). Cytochalasin D wurde hierfu¨r in einer Konzentration von 0,1 µg/ml
zusammen mit Gentamycin zum Zeitpunkt t=0 h p.i. beim Wechseln des Mediums zuge-
setzt. Bei dieser relativ niedrigen Konzentration an Cytochalasin D u¨berleben die Cos-1-
Fibroblasten, die Bildung der Aktinschweife durch die Listerien wird jedoch unterdru¨ckt
(Abb. 23B). Eine Endkonzentration an Cytochalasin D von 0,5 µg/ml fu¨hrte bereits zur
Zersto¨rung der Zellen. Die Bakterien ko¨nnen sich in Anwesenheit von Cytochalasin D
nicht fortbewegen, keine benachbarten Zellen inﬁzieren und bilden daher Mikrokolonien in
der Na¨he der Zellkerne aus (Abb. 23A). Trotz Fehlens von F-Aktin auf der Bakterienober-
ﬂa¨che fa¨rbt das anti-LaXp180-Serum nur jeweils einen Pol der Listerien an (Abb. 23C,
D, E). Somit ist die polare Lokalisation von LaXp180 auf der Oberﬂa¨che intrazellula¨rer
L. monocytogenes EGD nicht auf eine sterische Hinderung durch den Aktinschweif am
entgegengesetzten Pol zuru¨ckzufu¨hren.
Immunﬂuoreszenzanalysen der intrazellula¨ren Verteilung von LaXp180 an mit L. mo-
nocytogenes A49 (Hauf et al., 1997) inﬁzierten Cos-1-Zellen (MOI=50) zeigten ebenfalls
eine Kolokalisation von LaXp180 mit der Bakterienoberﬂa¨che (Abb. 24). L. monocytoge-
nes A49 synthetisiert aufgrund einer Deletion innerhalb des actA-Gens ein ActA-Protein,
dem der zentrale prolinreiche Bereich fehlt (vgl. Abb. 7 unten) und ist daher nicht mehr
in der Lage, Aktin zu polymerisieren (Abb. 24B). Eine genaue Analyse der anti-LaXp180-
Fluoreszenz zeigt jedoch, daß das anti-LaXp180-Serum im Gegensatz zur polaren Fa¨rbung
der Bakterienoberﬂa¨che von L. monocytogenes EGD und L. monocytogenes ∆2 die Ober-
ﬂa¨che von L. monocytogenes A49 gleichma¨ßig anfa¨rbt. Bei der Immunﬂuoreszenzfa¨rbung
mit dem anti-LaXp180-Serum nach Infektion mit L. monocytogenes A49 kann auch das
bereits beschriebene Pha¨nomen beobachtet werden, daß nur in bestimmten Bereichen eines
Pra¨parates Listerien gefa¨rbt und in Zellen, die gefa¨rbte Listerien enthalten, nicht alle Liste-
rien angefa¨rbt sind (Abb. 24D, E). Die Kolokalisation von LaXp180 mit intrazellula¨ren
L. monocytogenes A49 besta¨tigt auch die in den ”Yeast Two-Hybrid“-Tests (vgl. 2.3, S.
23) beobachtete Interaktion der beiden Proteinfragmente ∆PActA aus L. monocytogenes
A49 und dem C-Terminus von LaXp180 (AS 1363-1591).
Fu¨r Immunﬂuoreszenzfa¨rbungen mit dem monoklonalen Antiko¨rper 4B6 (Tro¨ster et al.,
1994) wurden mit L. monocytogenes EGD inﬁzierte Cos-1-Zellen (MOI=12,5) mit Aceton
ﬁxiert und mit dem unverdu¨nnten monoklonalen Antiko¨per und einem 1:40 verdu¨nnten
LRSC-konjugierten Ziege-anti-Maus-Sekunda¨rantiko¨rper (Dianova) inkubiert. Der mono-
klonale Antiko¨rper 4B6 wurde gegen das Kernprotein La generiert, kreuzreagierte aber
beim Testen einer Maus-cDNA-Expressionsgenbank mit dem C-terminalen Drittel von
LaXp180 (AS 1036-1591, vgl. Abb. 4B). Alle Immunﬂuoreszenzfa¨rbungen mit dem mo-
noklonalen Antiko¨rper 4B6 resultierten in einer punktierten Fa¨rbung der Zellkerne, in-
trazellula¨re Listerien wurden dagegen nie angefa¨rbt (Abb. 25). Eine solche punktierte
Kernfa¨rbung mit dem monoklonalen Antiko¨rper 4B6 wurde auch von Tro¨ster et al., 1995
beschrieben.
2.10 Immunﬂuoreszenzanalysen nach Transfektion von Zel-
len mit LaXp180
Cos-1-Zellen wurden mit den Plasmiden pCIV bzw. pCIC (J. Laubinger, Institut fu¨r
Physiologie, Universita¨t Mainz) transient mit Lipofectamine Plus (Gibco) nach Herstel-
lerangaben transﬁziert. Das Plasmid pCIV kodiert das vollsta¨ndige LaXp180, pCIC das
C-terminale Drittel von LaXp180 (AS 1036-1591, vgl. Abb. 4B). Die beiden Transfektions-
plasmide entstanden durch Klonierung der entsprechenden cDNA-Bereiche in den Vektor
pCI (Promega), wobei pCIC u¨ber die Schnittstellen AccI und NotI und pCIV u¨ber EcoRI
und Not I kloniert wurde.
Fu¨r Immunﬂuoreszenzanalysen der intrazellula¨ren Lokalisation von LaXp180 in mit
pCIC bzw. pCIV transient transﬁzierten und nicht-inﬁzierten Cos-1-Fibroblasten wurden
die Pra¨parate mit Aceton ﬁxiert und mit dem anti-LaXp180-Serum in der Verdu¨nnung
1:200 und dem LRSC-konjugierten Ziege-anti-Kaninchen-Antiserum in der Verdu¨nnung
1:40 gefa¨rbt. Nach Transfektion der Zellen mit dem C-Terminus von LaXp180, der von
pCIC kodiert wird, war kein Unterschied im Fa¨rbemuster zu nicht-transﬁzierten Zellen zu
erkennen. Das anti-LaXp180-Serum fa¨rbt den Zellkern stark punktiert an, wa¨hrend das
Zytoplasma nur ganz schwach gefa¨rbt wird (Abb. 26A und B).
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Abb. 26:
A: B:
C:
Immunfluoreszenzanalyse der Lokalisation von LaXp180 in transfizierten Cos-1-Zellen.
Nicht-transfizierte Zellen; anti-LaXp180-Serum 1:200; Sekundärantikörper 1:40; Belichtungszeit: 4 s. Transfektion mit pCIC,
das das C-terminale Drittel (AS 1036-1591) von LaXp180 kodiert; Antikörperkonzentrationen und Belichtungszeit wie A. Trans-
fektion mit pCIV, das das vollständige LaXp180 kodiert; anti-LaXp180-Serum: 1:200; Sekundärantikörper: 1:40; Belichtungszeit: 0,1 s.
Bei Transfektion der Zellen mit dem Plasmid pCIV, welches das vollsta¨ndige LaXp180
kodiert, heben sich die transﬁzierten Zellen nach Anfa¨rbung mit dem anti-LaXp180-Serum
deutlich von nicht-transﬁzierten Zellen ab. Der Zellkern und das ganze Zytoplasma leuch-
ten sehr intensiv und im Zytoplasma sind große Blasen und netzartige, fadenfo¨rmige Struk-
turen zu erkennen (Abb. 26C). Da die mit pCIV transﬁzierten Zellen so stark leuchteten,
wurden die Fotos in Abb. 26C mit sehr kurzer Belichtungszeit (0,1 s) aufgenommen, da
bei der sonst fu¨r Fluoreszenzaufnahmen verwendeten Belichtungszeit von 4 s keine Struk-
turen sichtbar sind. Bei dieser kurzen Belichtungszeit sind daher auch die umliegenden
nicht-transﬁzierten Zellen, die wie in Abb. 26A aussehen, nicht mehr zu sehen.
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Abb. 27: Lokalisation von LaXp180 in infizierten Zellen nach
Transfektion mit pCIC.
Für die Immunfluoreszenzananlyse wurden Cos-1-Fibroblasten
mit dem Plasmid pCIC, das das C-terminale Drittel von LaXp180
(AS 1036-1591) kodiert, transfiziert und mit
EGD infiziert. Anti-LaXp180-Serum: 1:40; Sekundärantikörper:
1:40; Belichtungszeit der Rot-Fluoreszenz: ca. 4 s. Das anti-
LaXp180-Serum färbt viele, aber nicht alle Bakterien an jeweils
einem Pol (Überlagerungen der anti-LaXp180-Fluoreszenz und
der Phasenkontrast-Aufnahme).
L. monocytogenes
Bei Immunﬂuoreszenzfa¨rbung mit L. monocytogenes EGD inﬁzierten Cos-1-Zellen
(MOI=12,5), die mit pCIC transﬁziert waren, fa¨rbte das anti-LaXp180-Serum jeweils
einen Pol der Bakterien sehr stark an (Abb. 27). Das Fa¨rbemuster ist nicht U-fo¨rmig
wie in nicht-transﬁzierten, mit L. monocytogenes EGD inﬁzierten Zellen (Abb. 19, 20,
21), und vergleichbar mit dem nach Behandlung mit Cytochalasin D (Abb. 23). Da
sich nicht-transﬁzierte von mit pCIC-transﬁzierten Zellen in der Fa¨rbung des Zytoplas-
mas nicht unterscheiden, aber in manchen Zellen die Pole der Listerien sehr viel sta¨rker
gefa¨rbt sind als in den u¨brigen Zellen, wurde angenommen, daß es sich bei den Zellen, in
denen die Pole der Listerien sta¨rker leuchten, um transﬁzierte Zellen handelt. Abb. 27
zeigt die Ausschnitte aus verschiedenen Pra¨paraten, in denen die Pole der Listerien vom
anti-LaXp180-Serum sehr stark angefa¨rbt sind.
Bei der Immunﬂuoreszenzanalyse von mit L. monocytogenes EGD inﬁzierten Cos-1-
Zellen (MOI=12,5), die mit pCIV transﬁziert waren, ist eine Kolokalisation von LaXp180
mit der Oberﬂa¨che von Listerien nur sehr schwer zu erkennen, da das stark gefa¨rbte
Zytoplasma alles andere u¨berstrahlt. An einigen wenigen Stellen wurden jedoch auch
Bakterien gefunden, die an einem Pol vom anti-LaXp180-Serum angefa¨rbt sind (Abb. 28).
Weiter war auﬀa¨llig, daß in den transﬁzierten Zellen im Phasenkontrast wiederholt weniger
intrazellula¨re Listerien zu sehen waren als in nicht-transﬁzierten.
Abb. 28: Lokalisation von LaXp180 in
infizierten Zellen nach Transfektion mit
pCIV.
Für die Immunfluoreszenzfärbungen
wurden Cos-1-Zellen mit dem Plasmid
pCIV transfiziert und mit
EGD infiziert. Das Plasmid pCIV
kodiert LaXp180 in voller Länge. Oben:
anti-LaXp180-Fluoreszenz; unten: Überla-
gerung der anti-LaXp180-Fluoreszenz mit
der Phasenkontrastaufnahme. Aufgrund
der sehr starken Färbung des Zytoplasmas
durch das anti-LaXp180-Serum ist eine
Kolokalisation von LaXp180 mit der Ober-
fläche der Listerien nur sehr selten zu
beobachten (Pfeile). Beim Vergleich der
transfizierten Zelle in der Bildmitte mit
einer nicht-transfizierten (oben rechts) sind
die Intensitätsunterschiede der anti-
LaXp180-Färbung deutlich zu sehen.
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2.11 Stathmin kolokalisiert mit L. monocytogenes in inﬁzier-
ten Zellen
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Abb. 29:
A: B: C:
Immunfluoreszenzanalyse der intrazellulären Verteilung von Stathmin in mit EGD infizierten Cos-1-
Zellen (4 h p.i.).
Phasenkontrast. Anti-Stathmin-Färbung mit dem anti-Peptid-C-Serum. Überlagerung von A und B. Stathmin kolokalisiert
mit der Oberfläche der meisten intrazellulären Listerien, wobei vereinzelt auch Listerien zu finden sind, die nicht vom anti-Peptid-C-
Serum angefärbt werden (Pfeil).
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Abb. 30: Detailvergrößerungen aus Immunfluoreszenz-
färbungen mit dem anti-Stathmin-Serum (anti-Peptid-C-
Serum) von mit EGD infizierten Cos-1-
Zellen.
Oben: Phasenkontrastaufnahme. Mitte: anti-Stathmin-Flu-
oreszenz. Unten: Überlagerung.
L. monocytogenes
Ein Teil von LaXp180 (AS 1085-1226, vgl. Abb. 4B) wurde u¨ber einen ”Yeast Two-
Hybrid Screen“ als Interaktionspartner von Stathmin isoliert, einem 19 kDa Phosphoprote-
in, welches das Mikrotubuli-Zytoskelett reguliert (Maucuer et al., 1995). U¨ber Immunﬂuo-
reszenzanalyse mit einem anti-Stathmin-Serum in mit L. monocytogenes EGD inﬁzierten
Cos-1-Zellen wurde u¨berpru¨ft, ob Stathmin auch in vivo an LaXp180 und somit indirekt
an ActA auf der Oberﬂa¨che intrazellula¨rer Listerien bindet.
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Abb. 31: Immunfluoreszenzfärbungen mit dem anti-Stathmin-Serum (anti-Peptid-C-Serum) von mit EGD infizier-
ten Cos-1-Zellen.
Alle Bilder einer Spalte zeigen den gleichen Ausschnitt eines Präparates. Oben: Phasenkontrast. Mitte: anti-Stathmin-Fluoreszenz.
Unten: Überlagerung.
L. monocytogenes
Als anti-Stathmin-Serum wurde das polyklonale anti-Peptid-C-Serum verwendet (A.
Sobel, INSERM, Paris), das gegen ein synthetisches Peptid aus den 16 C-terminalen Ami-
nosa¨uren von Stathmin in einem Kaninchen generiert wurde (Koppel et al., 1990). Da das
Fa¨rbungsmuster stark von der Fixierungsmethode abha¨ngt, wurden die Pra¨parate nach
Gavet et al., 1998, 6 min mit Methanol bei -20◦C ohne vorherige Triton-Extraktion ﬁxiert,
1 h mit 3% BSA (Rinderserumalbumin) abgesa¨ttigt und u¨ber Nacht mit dem ersten und
nach dreimaligem Waschen 2 h mit dem zweiten Antiko¨rper inkubiert, um die Ergebnis-
se mit den publizierten vergleichen zu ko¨nnen. Jedoch wurde mit der von Gavet et al.,
1998, verwendeten Verdu¨nnung des anti-Peptid-C-Serums von 1:5000 u¨berhaupt nichts
angefa¨rbt. Nach Austesten mehrerer Verdu¨nnungsstufen des anti-Peptid-C-Serums erwies
sich eine Konzentration von 1:200 als geeignet. Bei dieser Konzentration werden die Zell-
kerne punktiert gefa¨rbt. Eine punktierte Kernfa¨rbung wurde auch von Gavet et al., 1998,
beschrieben.
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Abb. 32:
A: B:
C:
Immunfluoreszenzanalyse
der intrazellulären Verteilung von
Stathmin in mit 2
infizierten Cos-1-Zellen (4 h p.i.).
Phasenkontrast. Anti-Stath-
min-Färbung mit dem anti-Peptid-C-
Serum. Überlagerung von A und
B. Stathmin kolokalisiert nicht mit der
Oberfläche intrazellulärer
L. monocytogenes 
L. monocy-
togenes L. monocy-
togenes actA, mpl
plcB
2. Dem Stamm
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Bei Immunﬂuoreszenzfa¨rbungen an mit L. monocytogenes EGD inﬁzierten Cos-1-
Fibroblasten (MOI=12,5) konnte mit dem anti-Peptid-C-Serum in einer Verdu¨nnung von
1:200 und einem LRSC-konjugierten Ziege-anti-Kaninchen Sekunda¨rantiko¨rper (Diano-
va) in einer Verdu¨nnung von 1:100 eine Kolokalisation von Stathmin mit der Oberﬂa¨che
intrazellula¨rer Listerien beobachtet werden (Abb. 29, 30, 31). Die Fa¨rbung des anti-
Peptid-C-Serums resultiert meistens in mehreren großen Punkten, die u¨ber die gesamte
Oberﬂa¨che der Bakterien verteilt sind (Abb. 29, Abb. 30, rechte Spalte, Abb. 31). Wie
bereits fu¨r die anti-LaXp180-Fa¨rbung beschrieben, sind nur Bakterien in einigen Bereichen
eines Pra¨parates durch das anti-Peptid-C-Serum angefa¨rbt. Ferner sind in Zellen, in denen
Bakterien angefa¨rbt sind, nicht alle Bakterien angefa¨rbt (Abb. 29, Pfeil). Bei Listerien,
die bereits einen Aktinschweif ausgebildet haben, fa¨rbt das anti-Peptid-C-Serum meistens
nur den Pol des Bakteriums, der dem Aktinschweif gegenu¨ber liegt (Abb. 30, linke Spalte,
Abb. 31). Eine Doppelfa¨rbung mit FITC-Phalloidin ergab bei dieser Fixierungsmethode
keine brauchbaren Resultate.
Um zu u¨berpru¨fen, ob die Kolokalisation von Stathmin mit der Oberﬂa¨che von L. mo-
nocytogenes EGD auf die Anwesenheit von ActA zuru¨ckzufu¨hren ist, wurden Cos-1-Zellen
mit L. monocytogenes ∆2 inﬁziert (MOI=50), dem die Gene actA, mpl und plcB fehlen
(Hauf et al., 1997). In Abb. 32 sieht man deutlich, daß L. monocytogenes ∆2 Mikrokolo-
nien in der Na¨he des Zellkerns ausbildet, da sich die Bakterien fortlaufend im Zytoplasma
teilen, aber nicht mehr fortbewegen ko¨nnen. Eine Immunﬂuoreszenzfa¨rbung mit dem
anti-Peptid-C-Serum fa¨rbte die Oberﬂa¨che von L. monocytogenes ∆2 jedoch nicht an,
was besta¨tigt, daß die beobachtete Kolokalisation von Stathmin mit der Oberﬂa¨che von
L. monocytogenes EGD die Anwesenheit von ActA beno¨tigt.
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Abb. 33:
A: B:
C:
Immunfluoreszenzfärbung von
mit EGD infizierten
Cos-1-Zellen mit dem anti-Peptid-C-
Serum, das mit dem antigenen Peptid prä-
inkubiert wurde.
Phasenkontrast. Fluoreszenz des mit
dem antigenen Peptid präinkubierten
Serums. Überlagerung von A und B.
Durch die Präinkubation wurden alle
Stathmin-spezifischen Bindungsstellen der
Antikörper blockiert.
L. monocytogenes
A B
C
Zur U¨berpru¨fung der Speziﬁta¨t des verwendeten anti-Peptid-C-Serums wurden Im-
munﬂuoreszenzanalysen mit dem anti-Peptid-C-Serum durchgefu¨hrt, das mit dem anti-
genen Peptid pra¨inkubiert worden war (Gavet et al., 1998). Das pra¨inkubierte Serum
wurde freundlicherweise von A. Sobel (INSERM, Paris) zur Verfu¨gung gestellt. Durch die
Pra¨inkubation werden alle Peptid-C-speziﬁschen Bindungsstellen der Antiko¨rper blockiert.
Eine Fa¨rbung mit diesem Serum resultierte dann nur noch in einem unspeziﬁschen
Fa¨rbemuster. Die Immunﬂuoreszenzfa¨rbung wurde mit dem pra¨inkubierten Serum in
der relativ niedrigen Verdu¨nnung von 1:40 unter sonst gleichen Bedingungen wie bei der
Fa¨rbung mit dem anti-Peptid-C-Serum durchgefu¨hrt. Wie in Abb. 33 ersichtlich, fa¨rbte
das pra¨inkubierte Serum nur die Zellkerne ganz schwach punktiert. Listerien wurden vom
pra¨inkubierten Serum nicht angefa¨rbt, was die Speziﬁta¨t der Fa¨rbung der Listerien mit
dem anti-Peptid-C-Serum besta¨tigt.
3 Diskussion
Interaktionen zwischen bakteriellen Proteinen und Proteinen der Wirtszelle spielen Schlu¨s-
selrollen im Lebenszyklus pathogener Mikroorganismen. Das Wechselspiel zwischen dem
Pathogen und der Wirtszelle kann sich dabei in seiner Komplexita¨t vom einfachen An-
docken u¨ber Oberﬂa¨chenproteine zum Zweck der Adha¨sion bis zum komplexen Dialog
erstrecken, bei dem das Bakterium u¨ber sezernierte Proteine in die Signaltransduktion
der Zelle eingreift, dort Mechanismen zum eigenen Vorteil in Gang setzt, Vera¨nderungen
registriert und darauf wieder reagiert.
Beispiele fu¨r bakterielle Proteine, die zur Adha¨sion an Oberﬂa¨chenproteine der Wirts-
zelle binden und daraufhin eine Internalisierung auslo¨sen, sind das Internalin von Liste-
ria monocytogenes oder auch die Invasine von Yersinien. L. monocytogenes induziert
seine Internalisierung in normalerweise nicht-phagozytische Epithelzellen u¨ber eine hoch-
speziﬁsche Bindung des Oberﬂa¨chenproteins Internalin (InlA) an humanes E-Cadherin
(Mengaud et al., 1996). E-Cadherin ist ein Ca2+-abha¨ngiges Zell-Adha¨sionsmoleku¨l, das
die starke Adha¨sion zwischen Epithelzellen in den ”Adherens Junctions“ durch homophi-
le Interaktion vermittelt, wobei die zytoplasmatische Doma¨ne u¨ber Catenine am Aktin-
Zytoskelett verankert ist. Diese Interaktion von Internalin mit E-Cadherin ist gleichzeitig
fu¨r die Wirtsspeziﬁta¨t verantwortlich, da Maus-E-Cadherin aufgrund eines einzigen Ami-
nosa¨ure-Austausches nicht mehr als Rezeptor fungieren kann (Lecuit et al., 1999). Fu¨r
die Adha¨sion und darauf folgende Internalisierung von Yersinia pseudotuberculosis ist die
Bindung des A¨ußeren-Membran-Proteins Invasin an β1-Integrine auf der Oberﬂa¨che von
Sa¨ugerzellen verantwortlich (Isberg und Leong, 1990). Integrine sind αβ-Heterodimere,
kommen auf der Oberﬂa¨che der meisten Sa¨ugerzellen vor und erfu¨llen Funktionen bei der
Zell-Zell-Interaktion, Zellwanderung, Adha¨sion sowie der Kommunikation zwischen der
extrazellula¨ren Umgebung und dem Zytoskelett. Natu¨rliche Liganden der Integrine sind
Proteine der Extrazellula¨ren Matrix und des Zytoskeletts.
Eindrucksvolle Beispiele fu¨r bakterielle Proteine, die in die Signaltransduktion der
Wirtszelle eingreifen, sind Proteine, die u¨ber TypIII-Sekretionssysteme sezerniert werden.
Diese Kontakt-abha¨ngigen Systeme ermo¨glichen extrazellula¨ren Bakterien eine eﬃziente
Kommunikation mit dem Zytosol der Wirtszelle durch Injektion von Eﬀektorproteinen.
Ein Modellsystem ist hierfu¨r das auf einem Plasmid kodierte Yop (”Yersinia outer prote-
ins“)-Regulon von Yersinia spp., das einen Sekretionsapparat aus ca. 30 Proteinen, einen
Translokationsapparat aus sechs Proteinen und sechs Eﬀektorproteine kodiert. Der Se-
kretionsapparat transportiert die Proteine des Translokationsapparates und die Eﬀektor-
proteine u¨ber die beiden bakteriellen Membranen, der Translokationsapparat befo¨rdert
die Eﬀektorproteine ins Zytoplasma der eukaryotischen Zelle. Die Eﬀektorproteine un-
terdru¨cken dann wichtige Funktionen von Immunzellen wie Phagozytose, die Produktion
von Superoxid-Anionen und von Tumor-Nekrose-Faktor α. Das Eﬀektorprotein YopH
ist eine Protein-Tyrosin-Phosphatase, die p130Cas und FAK (”focal adhesion kinase“) de-
phosphoryliert, was zu einer Zersto¨rung der peripheren Fokalkomplexe fu¨hrt (Cornelis und
Wolf-Watz, 1997; Persson et al., 1997). YopP (in Y. pseudotuberculosis mit YopJ bezeich-
net) ist wesentlich an der Induktion von Apoptose in Makrophagen beteiligt, wahrschein-
lich durch Verhinderung der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB in Kombination
mit Inhibition der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (Palmer et al., 1998). YpkA (YopO)
besitzt große Homologie zu Serin/Threonin-Kinasen aus Sa¨ugerzellen und YopE und YopT
sind Zytotoxine, die u¨ber eine Modiﬁkation der kleinen GTPase RhoA, einem zentralen
Regulator der Aktinpolymerisation, das Aktinskelett der Zelle zersto¨ren. Fu¨r YopM ist
noch kein zellula¨rer Pha¨notyp bekannt (Zumbihl et al., 1999).
Auch fu¨r ActA von L. monocytogenes wurde bereits eine direkte Bindung der Wirtszell-
proteine VASP, Aktin und des Arp2/3-Komplexes aufgezeigt (Lasa et al., 1997; Niebuhr
et al., 1997; Welch et al., 1998). Diese Wirtszellproteine sind direkt (Arp2/3-Komplex)
oder indirekt (VASP) an der Hauptaufgabe von ActA beteiligt, der Polymerisation zel-
lula¨ren Aktins zum Zweck der Fortbewegung. Da ActA als Oberﬂa¨chenprotein in direktem
Kontakt mit unza¨hligen Proteinen der Wirtszelle steht, ist denkbar, daß es noch mit wei-
teren, bislang unbekannten Wirtszellproteinen interagiert. Sei es, daß die Bindung an
diese Proteine fu¨r die Aktinpolymerisation beno¨tigt wird oder gar fu¨r vo¨llig andere, bis-
lang nicht bekannte weitere Funktionen von ActA. Vorstellbar wa¨re hier zum Beispiel, daß
Listerien u¨ber das exponierte ActA auch in Signaltransduktionskaskaden der Wirtszelle
eingreifen.
Ein vielversprechender Weg, unbekannte Bindungspartner eines bekannten Proteins zu
identiﬁzieren, ist das ”Yeast Two-Hybrid“-System, ein genetisches System zum Nachweis
von Protein-Protein Interaktionen in vivo (Fields und Song, 1989). Mit dem ”Yeast Two-
Hybrid“-System wurden bereits mehrfach Interaktionen zwischen eukaryotischen Protei-
nen aufgezeigt, es wurde aber bisher nur ein einziges Mal erfolgreich zur Suche nach einem
eukaryotischen Bindungspartner fu¨r ein bakterielles Protein, dem Protein OpaP von Neis-
seria gonorrhoeae eingesetzt. Opa-Proteine (”opacity associated“) sind eine Familie von
Proteinen der a¨ußeren Membran, die an der Adha¨renz an und Invasion in humane Zellen
beteiligt sind. Beim Testen von Proteinen, die von einer cDNA-Genbank aus HeLa-Zellen
kodiert werden, konnten fu¨nf Proteinfragmente isoliert werden, die mit OpaP interagieren,
darunter eine Pyruvat-Kinase. U¨ber diesen ”Yeast Two-Hybrid“-Test wurde gleichzeitig
auch ein neuer Pathogenita¨tsmechanismus entdeckt, na¨mlich die direkte molekulare In-
teraktion des Bakteriums mit einem metabolischen Enzym der Wirtszelle zur Verwertung
der intrazellula¨ren Kohlenstoﬀquelle Pyruvat (Williams et al., 1998).
In einer fru¨heren Arbeit (Pfeuﬀer, 1996) wurde das ”Yeast Two-Hybrid“-System ein-
gesetzt, um weitere eukaryotische Proteine zu identiﬁzieren, die mit ActA von L. monocy-
togenes interagieren. Hierbei konnten drei Fragmente bislang unbekannter eukaryotischer
Proteine identiﬁziert werden, die oﬀensichtlich an ActA binden. Wa¨hrend fu¨r zwei Frag-
mente keine Homologie zu bereits vero¨ﬀentlichten Sequenzen gefunden wurde, war ein
cDNA-Insert eines der beim ”Yeast Two-Hybrid“-Test isolierten Plasmide (pPC67-15) na-
hezu identisch mit Teilbereichen zweier humaner cDNA-Sequenzen. Die eine cDNA wurde
im Rahmen des humanen Genom-Projektes sequenziert (Nagase et al., 1996), die andere
wurde isoliert, da sie oﬀensichtlich ein ”unbekanntes humanes Autoantigen“ kodiert, das
sowohl mit dem Serum eines Patienten mit Sjo¨gren-Syndrom als auch mit einem monoklo-
nalen Antiko¨rper reagiert, der gegen das Kernprotein La gerichtet ist (Tro¨ster et al., 1994).
Sequenzvergleiche zeigten, daß die cDNA, die das ”unbekannte humane Autoantigen“ ko-
diert, Teil der im Rahmen des menschlichen Genom-Projektes sequenzierten cDNA ist.
Deren oﬀenes Leseraster kodiert ein ca. 180 kDa großes Protein, das aufgrund der Kreuz-
reaktivita¨t mit dem monoklonalen anti-La-Antiko¨rper LaXp180 genannt wurde. Das mit
ActA-interagierende Proteinfragment, das vom Plasmid pPC67-15 kodiert wird, entspricht
den 227 C-terminalen Aminosa¨uren von LaXp180. Ein weiterer Teilbereich aus LaXp180,
urspru¨nglich mit ”CC1“ (”coiled-coil forming protein 1“) bezeichnet, wurde ebenfalls u¨ber
einen ”Yeast Two-Hybrid“-Test als Bindungpartner von Stathmin isoliert, einem 19 kDa
Phosphoprotein, das die Mikrotubuli-Dynamik reguliert (Maucuer et al., 1995). Obwohl
noch vo¨llig unklar ist, ob die drei identiﬁzierten, mit ActA interagierenden Proteine (AIPs)
beim natu¨rlichen Verlauf einer L. monocytogenes-Infektion eine Rolle spielen, konnten in
dieser Arbeit Nachweise fu¨r eine Interaktion von ActA mit LaXp180, einem der AIPs, in
vitro und in vivo erbracht werden.
Das Ansequenzieren der falsch-positiven Plasmide, die aus den Klonen isoliert wurden,
welche beim ”Yeast Two-Hybrid“-Test nach Transformation der Genbank beide Repor-
tergene aktiviert hatten, aber nach der Passage in E. coli und Ru¨cktransformation in die
Hefesta¨mme das lacZ Gen nicht mehr exprimierten, ergab, daß sich die cDNA-Inserts ent-
weder im falschen Leseraster beﬁnden, in falscher Orientierung, oder nur sehr kurz sind.
In den meisten Fa¨llen beﬁndet sich bereits kurz nach der GAL4-TA-Doma¨ne ein Stop-
Codon. Das Auftreten solcher falsch positiver Klone nach dem Testen einer Genbank
unterstreicht die Notwendigkeit mehrfacher Negativkontrollen und demonstriert gleichzei-
tig einen Schwachpunkt des Testsystems. Auch die Tatsache, daß die bereits nachweislich
mit ActA-interagierenden Proteine des Arp2/3-Komplexes (Welch et al., 1998) und VASP
(Niebuhr et al., 1997) im ”Yeast Two-Hybrid“-Test nicht isoliert wurden, zeigt eine Limi-
tierung des Systems. Entweder waren die cDNAs dieser Proteine in der Gesamtmenge der
cDNAs bei der Herstellung der Genbank unterrepra¨sentiert oder wurden durch ungu¨nstig
liegende Schnittstellen im falschen Leseraster oder nur als sehr kurze Fragmente in die
entsprechenden Vektoren ligiert.
Im ersten Teil dieser Arbeit konnte die Bindung von LaXp180 an ActA in vitro
besta¨tigt und die Expression von LaXp180-speziﬁscher mRNA in Sa¨ugerzellen nachge-
wiesen werden. Im zweiten Teil konnte u¨ber Immunﬂuoreszenzmikroskopie eine Koloka-
lisation von LaXp180 mit intrazellula¨ren L. monocytogenes und daru¨berhinaus auch eine
Kolokalisation von Stathmin mit intrazellula¨ren Listerien gezeigt werden.
Einen ersten Anhaltspunkt u¨ber die Struktur und Funktion von LaXp180 lieferte die
computergestu¨tzte Analyse der Prima¨rstruktur. LaXp180 hat ein theoretisches Moleku-
largewicht von 182,8 kDa, einen theoretischen pI von 5,31 und entha¨lt 59 Phosphorylie-
rungsstellen fu¨r verschiedene Kinasen, wobei der Großteil aller Phosphorylierungsstellen in
der N-terminalen Ha¨lfte von LaXp180 liegt. Aufgrund einer Kernlokalisationssequenz und
eines Leucin-Zipper DNA-Bindungsmotivs wurde errechnet, daß LaXp180 mit einer Wahr-
scheinlichkeit von 69.6% ein Kernprotein ist. Fast die komplette C-terminale Ha¨lfte von
LaXp180 kann ”coiled-coil“-Strukturen ausbilden. Aufgrund dieser computergestu¨tzten
Vorhersagen handelt es sich bei LaXp180 oﬀensichtlich um ein ca. 180 kDa großes Kern-
protein, das u¨ber ein Leucin-Zipper-Motiv an DNA binden kann. Es besteht vermutlich
aus einer N-terminalen regulatorischen Doma¨ne, die an vielen Stellen von unterschiedli-
chen Kinasen phosphoryliert werden kann, und einer C-terminalen Interaktionsdoma¨ne,
die u¨ber ”coiled-coil“-Strukturen an andere Proteine binden kann.
Zur Besta¨tigung der Interaktion von LaXp180 mit ActA u¨ber einen biochemischen
Ansatz in vitro, wurden die 467 C-terminalen Aminosa¨uren von LaXp180 in E. coli
als His6-Tag-Fusionsprotein kloniert. E. coli-Lysate, die rekombinantes ActA enthiel-
ten, wurden u¨ber Ni-Agarose-Sa¨ulen gepumpt, die vorher mit dem His6-LaXp180 oder
einem anderen His6-Protein beladen oder unbehandelt waren. Die Tatsache, daß ActA
nur an einer Ni-Agarose-Sa¨ule gebunden wurde, wenn diese vorher mit dem rekombi-
nanten His6-LaXp180 beladen war, besta¨tigte die im ”Yeast Two-Hybrid“-Test gefun-
dene Interaktion von ActA mit LaXp180 auch in vitro. Alle Versuche, die Interaktion
von ActA mit LaXp180 u¨ber modiﬁzierte Western-Blots nachzuweisen, scheiterten. Hier-
bei wurden L. monocytogenes-Gesamtlysate u¨ber ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt,
auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert, mit gereinigtem, rekombinantem LaXp180
inkubiert und mit einem polyklonalen anti-LaXp180-Serum und einem entsprechenden
Sekunda¨rantiko¨rper entwickelt. Das Scheitern dieser Veruche ist wahrscheinlich darauf
zuru¨ckzufu¨hren, daß ActA, LaXp180 oder beide durch die Denaturierung trotz anschlie-
ßender Renaturierung ihre Bindungseigenschaften verloren hatten.
Zur Eingrenzung der LaXp180-Bindungsstelle von ActA wurden verschiedene N-, P-
und C-ActA-Fragmente im ”Yeast Two-Hybrid“-System auf Interaktion mit LaXp180 ge-
testet. Oﬀensichtlich ist der prolinreiche Bereich von ActA notwendig fu¨r eine eﬃziente
ActA-LaXp180 Interaktion. Jedoch sind ﬂankierende Regionen auf beiden Seiten des
prolinreichen Bereichs fu¨r die Speziﬁta¨t der Interaktion unabdingbar, da der prolinreiche
Bereich als Gal4-DB-Fusion alleine bereits falsch positive Ergebnisse erzeugt, was auch von
anderen Arbeitsgruppen beschrieben wurde (Mourrain et al., 1997). Die Interaktionsstu-
dien ko¨nnten so interpretiert werden, daß die Interaktion von ActA mit LaXp180 u¨ber den
prolinreichen Bereich erfolgt und die ﬂankierenden Bereiche den ”klebrigen“ prolinreichen
Bereich so maskieren, daß eine Interaktion ausschließlich mit LaXp180 erfolgen kann. Die
Beobachtung, daß auch ein deletiertes ActA ohne den prolinreichen Bereich eine schwa-
che Interaktion mit LaXp180 zeigt, steht jedoch im Widerspruch zu diesen Ergebnissen
und ko¨nnte dadurch erkla¨rt werden, daß die durch Deletion des zentralen prolinreichen
Bereichs entstandene ku¨nstliche Aminosa¨uresequenz an der Deletionsstelle eine Interakti-
on hervorruft, denn sowohl der N- als auch der C-terminale Bereich alleine zeigen keine
Interaktion mit LaXp180.
Als alternative Methode ko¨nnte man versuchen, die Bindungsstellen der beiden Prote-
ine ActA und LaXp180 u¨ber ”Peptide Spots“ oder ”Phage-Display“ zu charakterisieren.
Bei Verwendung dieser zwar sehr kostspieligen Testsysteme ko¨nnte man zum einen die
falsch positiven Ergebnisse bei Verwendung des prolinreichen Bereichs im ”Yeast Two-
Hybrid“-System umgehen, zum anderen die Bindungsstellen wesentlich genauer eingren-
zen.
Da bisher noch vo¨llig unbekannt war, ob das Gen fu¨r LaXp180 tatsa¨chlich tran-
skribiert und LaXp180 u¨berhaupt exprimiert wird, wurde die Expression LaXp180-
speziﬁscher mRNA u¨ber RT-PCR analysiert. In verschiedenen Zelltypen konnte zum
ersten Mal die Expression LaXp180-speziﬁscher mRNA nachgewiesen werden, wobei zwi-
schen mit L. monocytogenes inﬁzierten und nicht-inﬁzierten Zellen kein Unterschied in
der LaXp180-mRNA-Konzentration feststellbar war. Durch Herstellung eines polyklona-
len anti-LaXp180-Serums konnte u¨ber Immunopra¨zipitation erstmalig ein 194 kDa großes
Protein detektiert werden, das speziﬁsch mit dem anti-LaXp180-Serum reagiert. U¨ber
Western-Blots mit Gesamtlysat aus Sa¨ugerzellen war keine LaXp180-speziﬁsche Bande
auf dieser Ho¨he zu erkennen, was wahrscheinlich auf eine zu geringe Konzentration an
LaXp180 im Gesamtlysat zuru¨ckzufu¨hren ist.
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde u¨ber Immunﬂuoreszenzmikroskopie mit
dem polyklonalen anti-LaXp180-Serum die intrazellula¨re Verteilung von LaXp180 in
nicht-inﬁzierten und mit verschiedenen L. monocytogenes-Sta¨mmen inﬁzierten Cos-1-
Fibroblasten analysiert. Zusa¨tzlich wurden die Cos-1-Zellen auch mit unterschiedlichen
LaXp180-Fragmenten transﬁziert und die Lokalisation von LaXp180 ohne oder nach an-
schließender Infektion mit L. monocytogenes untersucht. Daru¨berhinaus wurde auch die
intrazellula¨re Verteilung von Stathmin in Cos-1-Fibroblasten nach Infektion mit verschie-
denen L. monocytogenes-Sta¨mmen analysiert.
In nicht-inﬁzierten Cos-1-Fibroblasten fa¨rbt das anti-LaXp180-Serum die Zellkerne und
deﬁnierte Bereiche direkt neben den Zellkernen stark an, was nicht u¨berraschend war, da
LaXp180 eine Kernlokalisationssequenz im N-terminalen und ein DNA-bindendes Leucin-
Zipper-Motiv im C-terminalen Bereich entha¨lt. Eine A¨nderung der intrazellula¨ren Vertei-
lung von LaXp180 bei Infektion mit L. monocytogenes konnte nicht beobachtet werden.
Durch Immunﬂuoreszenzanalysen an inﬁzierten Zellen wurde gezeigt, daß das anti-
LaXp180-Serum intrazellula¨re L. monocytogenes anfa¨rbt, in BHI-Medium gewachsene
Listerien dagegen nicht. In allen Pra¨paraten waren Listerien nur in einigen Bereichen
des Zellrasens angefa¨rbt, und in solchen Zellen, die gefa¨rbte Bakterien enthalten, waren
selten alle Bakterien gefa¨rbt. Die Ursache hierfu¨r ist unbekannt und ko¨nnte mit einer
Modiﬁkation des ActA, der limitierten Verfu¨gbarkeit an freiem LaXp180 im Zytoplasma,
oder beidem erkla¨rt werden. Fu¨r ActA wurde bereits gezeigt, daß es in der Wirtszelle
phosphoryliert vorliegt (Brundage et al., 1993). Die Funktion dieser Phosphorylierung ist
jedoch unbekannt. Es ist aber nicht auszuschließen, daß LaXp180 nur an phosphorylier-
tes oder nur an nicht-phosphoryliertes ActA bindet. Falls der Phosphorylierungszustand
von ActA u¨ber Proteine der Wirtszelle gesteuert wird, ha¨ngt die Bindung von LaXp180
an ActA vom Zustand der Wirtszelle ab. Wenn sich nur wenige Zellen einer Population
in genau dem Zustand beﬁnden und ActA so modiﬁzieren, daß LaXp180 binden kann,
wa¨re dies eine Erkla¨rung fu¨r das beobachtete Pha¨nomen. Ein Hinweis auf eine limitierte
Verfu¨gbarkeit von LaXp180 im Zytoplasma ist die Tatsache, daß LaXp180 u¨berwiegend
im Zellkern lokalisiert ist, was die starke Kernfa¨rbung belegt.
Um die Speziﬁta¨t der Fa¨rbung mit dem polyklonalen anti-LaXp180-Serum zu
u¨berpru¨fen, wurden die Zellen mit dem L. monocytogenes-Stamm ∆2 inﬁziert, dem das
actA-Gen vollsta¨ndig fehlt. Dieser Stamm wurde vom anti-LaXp180-Serum nie gefa¨rbt.
Die Kolokalisation von LaXp180 mit intrazellula¨ren L. monocytogenes ist daher auf das
Vorhandensein von ActA auf der Bakterienoberﬂa¨che zuru¨ckzufu¨hren.
U¨berraschenderweise waren die meisten Bakterien nicht gleichma¨ßig gefa¨rbt, sondern
asymmetrisch, wobei jeweils nur der dem Aktinschweif gegenu¨berliegende Pol gefa¨rbt war
und bei sich teilenden Bakterien der Bereich der Septumbildung. Die F-Aktin-speziﬁsche
Fa¨rbung des Aktinschweifes durch Phalloidin und die anti-LaXp180-Fa¨rbung schlossen
sich immer wechselseitig aus. In den meisten Fa¨llen ist der eine, a¨ltere Pol, mit polymeri-
siertem Aktin bedeckt, am anderen, ju¨ngeren, beﬁndet sich LaXp180. Die Gru¨nde fu¨r diese
asymmetrische Verteilung sind nicht bekannt. Ein Grund ko¨nnte eine sterische Hinderung
durch F-Aktin sein, ein anderer eine bereits polare Verteilung von ActA auf der Bakteri-
enoberﬂa¨che. Daß LaXp180 nur aufgrund einer sterischen Hinderung durch F-Aktin nicht
an dem Pol binden kann, an dem der Aktinschweif ausgebildet wird, kann ausgeschlossen
werden, da auch nach einer Behandlung mit Cytochalasin D, das F-Aktin depolymeri-
siert, LaXp180 stark asymmetrisch auf der Bakterienoberﬂa¨che verteilt ist. Eine andere
Erkla¨rung wa¨re, daß bereits ActA asymmetrisch auf der Bakterienoberﬂa¨che verteilt ist.
In diesem Punkt divergieren jedoch die Forschungsergebnisse. Die Gruppe um Pascale
Cossart vero¨ﬀentlichte Daten, die nahelegen, daß ActA polar auf der Bakterienoberﬂa¨che
verteilt ist, mit einer ho¨heren Konzentration an einem Pol des Bakteriums. An diesem Pol
ﬁndet dann versta¨rkt Aktinpolymerisation statt und der Schweif entsteht. Demnach wa¨re
allein durch diese polare Verteilung die Stelle vorbestimmt, an der der Schweif entsteht,
und somit auch die Richtung der Fortbewegung (Kocks et al., 1993; Cossart und Kocks,
1994; Cossart und Lecuit, 1998). Die Gruppe um Ju¨rgen Wehland ﬁndet dagegen keine
Anzeichen fu¨r eine polare Verteilung von ActA auf der Oberﬂa¨che und vermutet daher,
daß ActA gleichma¨ßig auf der Oberﬂa¨che verteilt ist (Niebuhr et al., 1993). Zahlreiche
in vitro-Experimente, die in einem zytoplasmatischen Extrakt aus Xenopus durchgefu¨hrt
wurden, sollten zur Kla¨rung der bis heute umstrittenen Frage beitragen. Die Adsorpti-
on eines rekombinanten ActA-LytA-Fusionsproteins an die Oberﬂa¨che von Streptococcus
pneumoniae lo¨ste an der gesamten Oberﬂa¨che Aktinpolymerisation aus, die aber zu keiner
Fortbewegung fu¨hrte. Erst wenn durch Teilung und anschließendes Auseinanderbrechen
der Tochterzellen Pneumokokken entstanden sind, deren Oberﬂa¨che nur am jeweils alten
Zellpol mit dem Fusionsprotein bedeckt war, trat Fortbewegung ein (Smith et al., 1995a).
In inﬁzierten Gewebekulturzellen wird eine Fortbewegung von L. monocytogenes auch erst
nach einer Teilung der Bakterien beobachtet, was die Vermutung nahe legt, daß durch
die Teilung aus der symmetrischen Aktinwolke ein unsymmetrisches Gebilde entsteht, was
schließlich eine gerichtete Fortbewegung ermo¨glichen ko¨nnte (Robbins et al., 1999). Durch
Benetzen von kleinen Polystyrol-Ku¨gelchen mit ActA stellte sich heraus, daß bei sehr klei-
nen Ku¨gelchen (Ø ≤ 0,5 µm) auch eine gleichma¨ßige Bedeckung der Oberﬂa¨che mit ActA
zu einer gerichteten Bewegung fu¨hren kann, was durch zufa¨llige Unregelma¨ßigkeiten in der
Dichte der Aktinﬁlamente oder thermische Bewegung erkla¨rt wird. Ab einem Durchmesser
von 2 µm entsteht gerichtete Bewegung jedoch nur bei asymmetrisch benetzten Ku¨gelchen.
Diese Beobachtung postuliert fu¨r die Fortbewegung der relativ großen Listerien eine polare
Verteilung von ActA auf der Oberﬂa¨che (Cameron et al., 1999). Wie bereits erwa¨hnt, wird
ActA in Sa¨ugerzellen phosphoryliert (Brundage et al., 1993), wobei die Phosphorylierung
aber keine Voraussetzung fu¨r die Aktinpolymerisation zu sein scheint (Lasa et al., 1995).
Die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse ko¨nnten durch die Hypothese erkla¨rt werden,
daß ActA auf der gesamten Bakterienoberﬂa¨che vorkommt und sich an den beiden Polen
durch Modiﬁkation, z.B. Phosphorylierung, funktionell unterscheidet, wobei die eine Vari-
ante speziﬁsch mit LaXp180 interagiert, wa¨hrend die andere die zur Aktinpolymerisation
notwendigen zellula¨ren Faktoren rekrutiert. Ob LaXp180 selbst der zellula¨re Faktor ist,
der ActA modiﬁziert, ist jedoch nicht auszuschließen.
Ein u¨berraschendes Ergebnis lieferte die anti-LaXp180-Fa¨rbung von Cos-1-Fibro-
blasten nach Infektion mit der Mutante L. monocytogenes A49. Dieser Stamm synthe-
tisiert ein ActA-Protein, dem der prolinreiche Bereich fehlt. Das anti-LaXp180-Serum
fa¨rbt hier gleichma¨ßig die gesamte Bakterienoberﬂa¨che an. Diese Beobachtung stimmt
mit vorausgegangenen ”Yeast Two-Hybrid“-Tests u¨berein, bei denen ebenfalls eine schwa-
che Interaktion dieses deletierten ActA mit LaXp180 festgestellt wurde.
Eine Hypothese, mit der alle Fa¨rbungsmuster erkla¨rt werden ko¨nnten, wa¨re eine steri-
sche Hinderung von LaXp180 durch ein zellula¨res Protein, das nur an dem Pol an den pro-
linreichen Bereich von ActA bindet, an dem die Aktinpolymerisation stattﬁndet. In Frage
ka¨men die Proteine der Ena/VASP-Familie, VASP und Mena, die u¨ber die N-terminale
EVH-1 (Ena-VASP-homologe)-Doma¨ne an die Konsensussequenz (E/D)FPPPPX(D/E) bin-
den, welche insgesamt viermal im prolinreichen Bereich von ActA vorkommt (Niebuhr
et al., 1997). Fu¨r VASP wurde bereits eine polare Verteilung auf der Bakterienoberﬂa¨che
gezeigt: VASP beﬁndet sich nur an dem Pol, an dem die Aktinpolymerisation statt-
ﬁndet (Chakraborty et al., 1995). Da VASP als Homotetramer vorkommt (Bachmann
et al., 1999) und demnach bis zu acht VASP-Homotetramere an einem ActA-Dimer binden
ko¨nnen, ist eine sterische Hinderung sehr plausibel. Nach Deletion des prolinreichen Berei-
ches kann VASP nicht mehr binden, eine sterische Hinderung ﬁndet nicht mehr statt und
LaXp180 bindet somit auf der gesamten Bakterienoberﬂa¨che. Zusammenfassend ko¨nnte
man sich folgendes Modell vorstellen: ActA kommt auf der gesamten Bakterienoberﬂa¨che
vor, ist jedoch an nur einem Pol phosphoryliert. VASP bindet nur an phosphoryliertes
oder nicht-phosphoryliertes ActA und somit nur an einem Pol. An diesem Pol ﬁndet die
Aktinpolymerisation statt. Am anderen Pol ist der prolinreiche Bereich von ActA nicht
mit VASP besetzt und LaXp180 kann binden.
Da LaXp180 aufgrund einer Kreuzreaktion mit dem monoklonalen anti-La-Antiko¨rper
4B6 isoliert wurde, wurde in dieser Arbeit auch u¨berpru¨ft, ob der Antiko¨rper 4B6 in Im-
munﬂuoreszenzfa¨rbungen LaXp180 auf der Oberﬂa¨che intrazellula¨rer Listerien erkennt.
Jedoch war die Konzentration der zur Verfu¨gung stehenden Antiko¨rperlo¨sung zu gering,
um ein Fa¨rbemuster zu erkennen. Da nur eine geringe Menge zur Verfu¨gung stand, war
auch eine Aufkonzentrierung nicht mo¨glich. Wie bereits erwa¨hnt, fa¨rbt das polyklonale
anti-LaXp180-Serum die Zellkerne und deﬁnierte Bereiche direkt neben den Zellkernen
stark an, das restliche Zytoplasma ist schwach gefa¨rbt. Eine A¨nderung der intrazellula¨ren
Verteilung von LaXp180 nach einer Infektion mit L. monocytogenes konnte nicht beob-
achtet werden. Das Kernprotein La kommt ebenfalls hauptsa¨chlich im Zellkern vor, be-
ﬁndet sich aber auch im Zytoplasma. Im Gegensatz zu LaXp180 wandert La jedoch nach
Induktion durch Streßfaktoren wie UV-Strahlung, Herpes-Infektion und Gabe von Trans-
kriptionsinhibitoren vom Nukleus in das Zytoplasma und kommt daraufhin sogar auf der
a¨ußeren Zellmembran vor (Bachmann et al., 1990b). Das fu¨r den monoklonalen Antiko¨rper
4B6 beschriebene Fa¨rbemuster, eine punktierte Kernfa¨rbung (Tro¨ster et al., 1995), stimmt
jedenfalls auch mit dem Fa¨rbemuster des polyklonalen anti-LaXp180-Serums u¨berein. Ob
LaXp180 neben der Kreuzreaktion mit 4B6 und einer a¨hnlichen intrazellula¨ren Verteilung
weitere Gemeinsamkeiten mit La hat und eventuell auch ein Autoantigen darstellt, ist zum
jetzigen Zeitpunkt reine Spekulation und bedarf noch weiterer Untersuchungen.
Um herauszuﬁnden, ob die nur in relativ wenigen Zellen eines Pra¨parates beobachte-
te Kolokalisation von LaXp180 mit intrazellula¨ren L. monocytogenes auf eine zu niedrige
Konzentration an LaXp180 zuru¨ckzufu¨hren ist, wurden Cos-1-Fibroblasten vor der In-
fektion mit dem vollsta¨ndigen LaXp180 oder dem C-terminalen Drittel (AS 1036-1591,
vgl. Abb. 4B) transient transﬁziert. Nicht-inﬁzierte, mit dem C-terminalen Drittel von
LaXp180 transﬁzierte Zellen, unterscheiden sich im Fa¨rbemuster des anti-LaXp180-Serums
nicht von nicht-transﬁzierten Zellen. Im Gegensatz dazu ist das gesamte Zytoplasma von
Zellen nach Transfektion mit dem vollsta¨ndigen LaXp180 sehr stark gefa¨rbt. In Auf-
nahmen mit sehr kurzer Belichtungszeit sind neben dem Zellkern auch fa¨dige, netzartige
Strukturen im Zytoplasma zu erkennen, die sich u¨ber die gesamte Zelle erstrecken. Bei
diesen Strukturen handelt es sich vermutlich um Komponenten des Zytoskeletts. Fu¨r eine
genauere Zuordnung dieser Strukturen sind jedoch weiterere Untersuchungen no¨tig. Bei
Immunﬂuoreszenzanalysen von Zellen, die mit dem C-terminalen Drittel von LaXp180
oder dem vollsta¨ndigen Protein transﬁziert und anschließend mit L. monocytogenes EGD
inﬁziert wurden, fa¨rbte das anti-LaXp180-Serum nur jeweils einen Pol der Bakterien sehr
stark an. Diese Ergebnisse decken sich mit den Daten von nicht-transﬁzierten, inﬁzierten
Zellen. Die bei den wenigen Versuchen mit transﬁzierten Zellen gemachte Beobachtung,
daß sich in Zellen nach Transfektion mit dem vollsta¨ndigen LaXp180 weniger Listerien als
in benachbarten, nicht-transﬁzierten Zellen beﬁnden, sollte weiter verfolgt werden, da sie
eventuell Hinweise auf die Rolle der LaXp180-Rekrutierung liefern ko¨nnte.
Wie bereits oben erwa¨hnt, wurde ein Teilbereich von LaXp180 als Interaktionspartner
von Stathmin isoliert (Maucuer et al., 1995). In der vorliegenden Arbeit konnte u¨ber Im-
munﬂuoreszenzmikroskopie gezeigt werden, daß auch Stathmin mit intrazellula¨ren L. mo-
nocytogenes kolokalisiert und diese Kolokalisation strikt vom Vorhandensein von ActA
abha¨ngt. Die Verteilung von Stathmin auf der Bakterienoberﬂa¨che korreliert mit der von
LaXp180. Bei Listerien, die einen Aktinschweif ausgebildet haben, beﬁndet sich Stathmin
am Schweif gegenu¨berliegenden Pol, d.h. am vorderen Pol in Bezug zur Fortbewegungsrich-
tung. Das 19 kDa Phosphoprotein Stathmin kann an vier Serinresten durch unterschied-
liche Kinasen in verschiedene Phosphorylierungszusta¨nde versetzt werden und dadurch
die Dynamik der Mikrotubuli regulieren. Stathmin ist somit eine zentrale Schaltstelle fu¨r
das Rearrangement des Mikrotubuli-Zytoskeletts als Antwort auf viele verschiedene Si-
gnaltransduktionswege (Walczak, 2000). Daß ActA oﬀensichtlich indirekt u¨ber LaXp180
mit Stathmin interagiert, gibt Anlaß fu¨r die Vermutung, daß Listerien aktiv in das Rear-
rangement der Mikrotubuli eingreifen. U¨ber die Rolle der Mikrotubuli im intrazellula¨ren
Lebenszyklus von L. monocytogenes gibt es bislang keine detaillierten Untersuchungen.
Es ist aber bekannt, daß Mikrotubuli-depolymerisierende Agenzien wie Nocodazol die In-
vasion von L. monocytogenes in Endothelzellen (Greiﬀenberg et al., 1998), Makrophagen
(Kuhn, 1998) und Dendritischen Zellen (Guzman et al., 1995) inhibieren. Desweiteren
wurde Tubulin in Aktinschweifen sich intrazellula¨r bewegender Listerien nachgewiesen
(Buchwalow et al., 1997). Ob Stathmin jedoch in irgendeiner Form an solchen Prozessen
beteiligt ist, ist noch vo¨llig unbekannt.
Die Rolle der Mikrotubuli bei der Infektion erkla¨rt sich vielleicht dadurch, daß sich das
Aktinskelett und die Mikrotubuli gegenseitig beeinﬂussen. L. monocytogenes vera¨ndert
durch die massive Aktinpolymerisation die Konzentration von freiem G-Aktin und be-
einﬂusst somit auch das Aktinskelett. So ist das gegenseitige Wechselspiel zwischen Mi-
krotubuli und dem Aktinskelett z.B. notwendig fu¨r die Wanderung von Zellen. Fu¨r die
Zellbewegung von großen komplexen Zellen wie Epithelzellen und Fibroblasten sind an
der Vorderfront, dem ”leading edge“ der wandernden Zelle, neben der Polymerisation von
Aktin, der Aktivita¨t von Myosin und der Ausbildung von adha¨siven Fokalkontakten auch
Mikrotubuli no¨tig. Bei kleinen, spezialisierten Zellen wie Keratozyten und Leukozyten
sind die Mikrotubuli nicht an der Fortbewegung beteiligt (Waterman-Storer und Salmon,
1999). Die Depolymerisation der Mikrotubuli stoppt die Zellwanderung und die Zelle ver-
liert die Polarita¨t, indem die charakteristische Vorderfront verschwindet (Vasiliev, 1991).
Erst in ju¨ngster Zeit wurde eine direkte Interaktion zwischen Mikrotubuli und F-Aktin in
Zellextrakten nachgewiesen (Sider et al., 1999). Die beiden Proteine MIP-90 und Calpo-
nin binden F-Aktin und Mikrotubuli in vitro und sind somit mo¨gliche Kandidaten fu¨r die
Quervernetzung von Mikrotubuli und Aktinﬁlamenten (Fujii et al., 1997; Gonzalez et al.,
1998). Mikrotubuli und Aktinﬁlamente ko¨nnen auch indirekt u¨ber Plektin verbunden wer-
den, da Plektin sowohl Mikrotubuli als auch Aktinﬁlamente an die Intermedia¨rﬁlamente
binden kann (Foisner und Wiche, 1991). Alternativ ko¨nnen auch Motorproteine an der
Mikrotubuli-Aktin Interaktion beteiligt sein, da die Aktin-Motorproteine Myosin IIB und
Myosin V an Mikrotubuli gebunden sind (Kelley et al., 1996; Espreaﬁco et al., 1998; Wu
et al., 1998). Ebenso ko¨nnen Mikrotubuli-Motorproteine an der Interaktion mit Aktin
beteiligt sein. So wurde gezeigt, daß Kinesin nach Depolymerisierung der Mikrotubuli an
Aktin-Streßfasern gebunden ist (Okuhara et al., 1989). Stathmin ko¨nnte beispielsweise in
solche Signaltransduktionswege involviert sein und u¨ber die Regulation der Mikrotubuli-
Dynamik auch das Aktinskelett beeinﬂussen.
Fu¨r die Signalu¨bermittlung zwischen Mikrotubuli und Aktinskelett kommen die beiden
GTPase-Signaltransduktionsproteine RhoA und Rac1 in Frage. Sie werden durch extra-
zellula¨re Agonisten aktiviert und binden GTP, wa¨hrend sie inaktiv GDP binden. Die
Aktivierung von Rac1 fu¨hrt zur Aktinpolymerisation in den Lamellipodien, wa¨hrend die
Aktivierung von RhoA die Ausbildung von kontraktilen Aktin-Streßfasern und Fokalkon-
takten fo¨rdert (Hall, 1998). Die Steuerung dieser Signalkaskaden durch die dynamische
Instabilita¨t der Mikrotubuli ko¨nnte die Rolle der Mikrotubuli bei der Entstehung und
Vorwa¨rtsbewegung der Lamellipodien sowie die koordinierte Adha¨sion und Kontraktion
wa¨hrend der Zellwanderung erkla¨ren (Waterman-Storer und Salmon, 1999). Ku¨rzlich
konnte gezeigt werden, daß die Polymerisation der Mikrotubuli in Fibroblasten zu ei-
ner Aktivierung von Rac1 fu¨hren kann, welche wiederum zur Aktinpolymerisation und
Vorwa¨rtsbewegung der Lamellipodien fu¨hrt. Die Ursache der Aktivierung ist dabei der
Vorgang der Mikrotubulipolymerisation an sich und nicht das bloße Vorhandensein von
polymerisierten Mikrotubuli (Waterman-Storer et al., 1999). Weil Rac1-GDP, aber nicht
Rac1-GTP an Tubulin binden kann (Best et al., 1996), wird die Rac1-Aktivierung durch
das Wachstum der Mikrotubuli dadurch erkla¨rt, daß Rac1-GTP wa¨hrend des Wachstums
von den Mikrotubuli ins Zytoplasma abgegeben wird. Da die Vorga¨nge bei der Zellwande-
rung oft mit dem Mechanismus der Fortbewegung der Listerien durch Aktinpolymerisation
verglichen werden, erfu¨llt Stathmin vielleicht auch indirekt eine Funktion fu¨r die Aktin-
polymerisation.
Die erstaunliche Beobachtung, daß ein durch Nocodazol induzierter ”Breakdown“ der
Mikrotubuli in Fibroblasten zur raschen Bildung von massiven Membranausstu¨lpungen
fu¨hrt, die Lamellipodien a¨hneln (Mikhailov und Gundersen, 1998), ko¨nnte der Schlu¨ssel
fu¨r die Funktion von Stathmin beim Infektionszyklus von L. monocytogenes sein. Bereits
1989 wurde beobachtet, daß die ku¨nstliche Depolymerisation der Mikrotubuli in Fibro-
blasten durch Nocodazol bereits drei Minuten nach Zugabe zu einer Zunahme der Zell-
kontraktilita¨t und anschließender Bildung von Aktin-Streßfasern fu¨hrte (Danowski, 1989).
Weiter wurde beschrieben, daß die Nocodazol-induzierte Kontraktilita¨t mit der Phospho-
rylierung der regulatorischen leichten Kette von Myosin II korreliert. Dies postuliert,
daß die Depolymerisation der Mikrotubuli einen Signalweg in Gang setzt, der zur Akti-
vierung von Myosin fu¨hrt, was schließlich die Kontraktilita¨t erho¨ht und zur Bildung von
Aktin-Streßfasern und Fokalkontakten fu¨hrt (Chrzanowska-Wodnicka und Burridge, 1996).
Die durch die Depolymerisation ausgelo¨ste Signalu¨bermittlung erfolgt oﬀensichtlich u¨ber
RhoA, da speziﬁsche RhoA-Inhibitoren die durch die Mikrotubuli-Depolymerisation indu-
zierte Bildung von Streßfasern und Fokalkontakten unterdru¨cken (Enomoto, 1996; Zhang
et al., 1997; Liu et al., 1998). Hier wird postuliert, daß ein an die Mikrotubuli gebun-
dener RhoA-Aktivator bei der Depolymerisation ins Zytosol entlassen wird. Ein solcher
RhoA-Aktivator ko¨nnte GEF-H1 sein, ein Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor, der Rac1
und RhoA aktivieren kann und an Mikrotubuli lokalisiert ist (Ren et al., 1998).
Fu¨r eine L. monocytogenes-Infektion wa¨re demnach denkbar, daß Listerien u¨ber ActA
und LaXp180 Stathmin modiﬁzieren, was zu einer lokalen Depolymerisierung der Mikro-
tubuli fu¨hrt und die Ausbildung von Membranausstu¨lpungen zur Folge hat. An der Spitze
solcher Ausstu¨lpungen ko¨nnen sich die Listerien dann in die Nachbarzelle ausbreiten. U¨ber
Videomikroskopie wurde bereits gezeigt, daß nicht alle Listerien, die gegen die Membran
stoßen, eine Membranausstu¨lpung ausbilden, sondern ha¨uﬁg abprallen. Die Wahrschein-
lichkeit, abzuprallen, ha¨ngt dabei sehr stark vom Alter des Zellmonolayers ab. Daraus
wird gefolgert, daß die Ausstu¨lpung der Membran kein passiver Prozeß ist und nicht allein
dadurch zustande kommt, daß sich das Bakterium gegen die Membran nach außen bewegt,
sondern vom submembranen Zytoskelett oder von Vera¨nderungen der Zell-Zell-Adha¨sion
abha¨ngt (Robbins et al., 1999). Ein Hinweis fu¨r die Funktion von Stathmin, durch eine
lokale Depolymerisation der Mikrotubuli die Ausbildung von Membranausstu¨lpungen zu
induzieren, damit sich die Listerien an der Spitze einer solchen Ausstu¨lpung in die Nach-
barzelle ausbreiten kann, ist die Lokalisation von LaXp180 und Stathmin am vorderen Pol
des Bakteriums (in Bewegungsrichtung), genau an dem Pol, der mit der Zytoplasmamem-
bran in Kontakt kommt.
Um dieses Modell zu u¨berpru¨fen, mu¨sste zuna¨chst die Region in ActA genau charak-
terisiert werden, an die LaXp180 bindet. Nach Deletion dieser Region ko¨nnte LaXp180
und somit auch Stathmin nicht mehr binden. Falls dann die Fortbewegung dieser Mutante
unbeeintra¨chtigt ist, sie sich aber nicht mehr in die Nachbarzellen ausbreiten kann, wa¨re
das ein starker Hinweis auf die Funktion von Stathmin, die Ausbildung von Membran-
ausstu¨lpungen zu induzieren. Sollten sich diese Vermutungen besta¨tigen, so wa¨re damit
gezeigt, daß ActA nicht nur fu¨r die intrazellula¨re Bewegung notwendig ist, sondern durch
die Rekrutierung von LaXp180 und Stathmin auch aktiv amMechanismus der Ausbreitung
von Zelle zu Zelle beteiligt ist.
4 Methoden
Alle nicht im einzelnen beschriebenen Methoden wie Restriktionsverdau von DNA,
Horizontale Agarose-Gelelektrophorese, Ligation von DNA-Fragmenten, Polymerase-
Kettenreaktion (PCR), Transformation von E. coli, Isolierung von Plasmid-DNA aus
E. coli, SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE), Western-Blot, Coomassie-
Blau- und Silberfa¨rbung von Polyacrylamid-Gelen wurden nach Standardprotokollen aus
Sambrook et al., 1989 durchgefu¨hrt. Die ”Yeast Two-Hybrid“-Tests erfolgten nach dem
Produktprotokoll des MatchmakerTM - Two-Hybrid Systems (Clontech).
4.1 Aufreinigung von rekombinanten Proteinen
4.1.1 Aufreinigung von His6-LaXp180 unter denaturierenden Bedingun-
gen
Zur Aufreinigung von rekombinantem LaXp180 wurde das QIAexpressTM -System (Qia-
gen) verwendet, bei dem Proteine mit einem ”Tag“ aus sechs Histidinen versehen wer-
den, die dann u¨ber eine Ni-NTA Matrix (Nickel-Nitrilotriacetat) gereinigt werden ko¨nnen.
Hierzu wurden die allgemeinen Protokolle aus ”The QIAexpressionist, A handbook for
high-level expression and puriﬁcation of 6xHis-tagged proteins, 3rd Edition July 1997,
Qiagen“ fu¨r His6-LaXp180 optimiert. Da His6-LaXp180 zum gro¨ßten Teil unlo¨slich in
Einschlußko¨rpern vorliegt, wird durch eine Aufreinigung unter denaturierenden Bedin-
gungen die gro¨ßte Ausbeute erzielt.
1 Liter 2YT-Medium (100 µg/µl Ampicillin, 30 µg/µl Kanamycin) wird mit 50 ml
U¨bernachtkultur von E. coli M15 pQHS30 angeimpft und bei 37 ◦C unter Schu¨tteln in-
kubiert, bis eine OD600=1,0 erreicht ist (∼3 h). Die Expression des His6-LaXp180 ist
optimal bei Induktion mit 1 mM IPTG bei einer OD600=1,0 4 h bei 37 ◦C. Die Kultur
wird abzentrifugiert (6000 rpm, 15 min, 4 ◦C), das Pellet zweimal mit FP-Puﬀer (4 ◦C)
gewaschen und bis zur Weiterverarbeitung bei -80◦C eingefroren.
Ab hier erfolgen alle Arbeitsschritte auf Eis oder im Ku¨hlraum mit vorgeku¨hlten
Gera¨ten und Lo¨sungen. Alle beno¨tigten Puﬀer werden frisch mit einer Spatelspitze des
Proteinase-Inhibitors PMSF versetzt. Das Pellet wird in 20 ml FP-Puﬀer resuspendiert,
die Bakteriensuspension dreimal mit der FrenchTM -Press homogenisiert und abzentrifu-
giert (16000 rpm, 30 min, 4◦C). Der U¨berstand mit den zytoplasmatisch lo¨slichen Prote-
inen wird verworfen, da His6-LaXp180 zum gro¨ßten Teil unlo¨slich ist und somit im Pellet
vorliegt. Das Pellet wird 30 min mit einem Ru¨hrﬁsch im Eisbad in 20 ml Tritonpuﬀer
suspendiert und bei 17000 rpm 15 min bei 4◦C abzentrifugiert. Das Pellet wird nochmals
30 min in 20 ml Tritonpuﬀer resuspendiert, abzentrifugiert und das verbleibende Pellet
anschließend in 20 ml 6 M Guanidin-Puﬀer ebenfalls unter Ru¨hren 30-60 min vollsta¨ndig
suspendiert. Das His6-LaXp180 geht jetzt in Lo¨sung. Der nach 15 min Zentrifugati-
on bei 17000 rpm und 4 ◦C erhaltene U¨berstand wird auf die mit 6 M Guanidin-Puﬀer
a¨quilibrierte Ni-NTA-Sa¨ule (15 ml Ni-NTA Agarose) mit geringer Pumpgeschwindigkeit
geladen.
Nach dem Beladen der Sa¨ule wird das Protein in sinkender Konzentration an Guanidin
ru¨ckgefaltet. Mit einem Gradientenmischer (20 ml 6 M Guanidin-Puﬀer/20 ml 1 M
Guanidin-Puﬀer) wird ein linearer Gradient von 6 M zu 1 M Guanidin erzeugt. Mit
reichlich 1 M Guanidin-Puﬀer (300 ml) wird bei ho¨herer Pumpgeschwindigkeit gewaschen.
Die Elution des His6-LaXp180 erfolgt u¨ber einen Gradienten aus je 20 ml FP-Puﬀer mit
10 % Glyzerin und Elutions-Puﬀer. U¨ber einen Fraktionssammler werden Fraktionen
a` 1,5 ml aufgefangen. Mit Elutions-Puﬀer wird so lange eluiert, bis 60 Fraktionen
gesammelt sind, danach wird die Sa¨ule mit reichlich (200 ml) Regenerations-Puﬀer
regeneriert.
FP-Puﬀer: (Frenchpress-Puﬀer): 50 mM Tris pH 8,0; 50 mM KCl; 1 mM Phenylmethyl-
sulfonylﬂuorid (PMSF) (0,1 M Stammlo¨sung in Ethanol); 1 mM Dithiothreitol (DTT); pH
auf 7,5 einstellen. Triton-Puﬀer: 50 mM Tris pH 8,0; 100 mM KCl; 1 mM DTT; 1 mM
PMSF; 1% Triton-X-100; pH auf 7,5 einstellen. Guanidin-Puﬀer: 50 mM Tris pH 8,0;
50 mM KCl; 10 % Glyzerin; 1 mM PMSF; 1 mM DTT; 6 bzw. 1 M Guanidin; pH auf
7,5 einstellen. Elutions-Puﬀer: 50 mM Tris pH 8,0; 50 mM KCl; 10% Glyzerin; 1 mM
PMSF; 1 mM DTT; 250 mM Imidazol; pH auf 7,5 einstellen. Regenerations-Puﬀer:
0,2 M Essigsa¨ure; 30% Glyzerin.
4.1.2 Aufreinigung von rekombinantem ActA
Rekombinantes ActA wurde unter Verwendung des ImpactTM I-Systems (New England
Biolabs) aufgereinigt. Hierbei wird ActA als ActA-Intein-CBD (”Chitin binding domain“)-
Fusionsprotein exprimiert. Durch die CBD wird das Fusionsprotein an einer Chitin-Sa¨ule
gebunden. Anschließend wird unter reduzierenden Bedingungen das anfusionierte ActA
durch die Inteindoma¨ne abgespalten und von der Sa¨ule eluiert. Hierzu wurden die allgemei-
nen Protokolle aus dem Handbuch des ImpactTM I-Systems fu¨r die Aufreinigung von ActA
optimiert. Die U¨berexpression des ActA-Intein-CBD Fusionsproteins in E. coli DH5α war
am sta¨rksten bei 30 ◦C in 2YT-Medium nach Induktion mit 1 mM IPTG fu¨r 4 h. Die
OD600 im Bereich von 0,5 bis 1,5 zum Zeitpunkt der Induktion hatte im Gegensatz zur
Induktion von His6-LaXp180 keinen Einﬂuß auf die U¨berexpression. Die U¨berexpression
ist jedoch wesentlich geringer als bei His6-Tag Proteinen. Eine starke U¨berexpression ist
auch nicht gewollt, da Intein-CBD-Fusionen nativ aufgereinigt werden mu¨ssen. Eine star-
ke U¨berexpression ha¨tte zur Folge, daß das Fusionsprotein in Einschlußko¨rpern vorliegt
und nur noch denaturierend in Lo¨sung gebracht werden kann. Das denaturierte Protein
kann jedoch nicht an Chitin binden.
1 Liter 2YT-Medium (100 µg/µl Ampicillin) wird mit 10 ml U¨bernachtkultur von
E. coli pCYB-ActA angeimpft und bei 37 ◦C unter Schu¨tteln inkubiert. Die Induktion
der U¨berexpression erfolgt bei einer OD600 ∼1 mit 1 mM IPTG 4 h unter Schu¨tteln bei
30 ◦C. Die Kultur wird 15 min bei 4 ◦C mit 6000 rpm abzentrifugiert, das Pellet zweimal
mit Sa¨ulenpuﬀer (4◦C) gewaschen und bis zur Weiterverarbeitung bei -80◦C eingefroren.
Alle folgenden Arbeitsschritte werden auf Eis bzw. im Ku¨hlraum mit vorgeku¨hlten
Gera¨ten und Lo¨sungen durchgefu¨hrt und sa¨mtliche Puﬀer frisch mit einer Spatelspitze
PMSF versetzt. Das Pellet wird in 20 ml Sa¨ulenpuﬀer gelo¨st, dreimal mit der FrenchTM -
Press homogenisiert und bei 17000 rpm 15 min bei 4 ◦C abzentrifugiert. Der U¨berstand
wird langsam (20 ml in 45 min) auf eine mit Sa¨ulenpuﬀer a¨quilibrierte Chitin-Sa¨ule
(20 ml Chitin-Sa¨ulenmatrix, New England Biolabs) geladen und mit 300 ml Sa¨ulenpuﬀer
gewaschen. Zur Induktion der Intein-Spaltung werden 40 ml Spaltpuﬀer bei maximaler
Geschwindigkeit u¨ber die Sa¨ule gepumpt, die Pumpe gestoppt und die Sa¨ule verschlossen.
Die Spaltung la¨uft u¨ber Nacht bei 4◦C. Am na¨chsten Tag wird mit Spaltpuﬀer ohne DTT
eluiert und ca. 50 Fraktionen a` 1,5 ml mit einem Fraktionssammler aufgefangen. Zur
Regeneration wird reichlich Regenerationspuﬀer u¨ber die Sa¨ule gepumpt, wobei die ersten
10 Fraktionen ebenfalls aufgefangen werden. Da sich das SDS im Regenerationspuﬀer
nur warm lo¨st, werden die Sa¨ule und der Regenerationspuﬀer im Wasserbad auf ca. 60◦C
erwa¨rmt.
Sa¨ulenpuﬀer: 20 mM Tris (pH 8,0); 500 mM NaCl; 0,1 mM EDTA; 0,1% Triton-X-100.
Spaltpuﬀer: 20 mM Tris (pH 8,0); 50 mM NaCl; 0,1 mM EDTA; 30 mM DTT (DTT
wird immer frisch dazugegeben). Spaltpuﬀer ohne DTT: 20 mM Tris (pH 8,0); 50 mM
NaCl; 0,1 mM EDTA. Regenerationspuﬀer: 20 mM Tris (pH 8,0); 500 mM NaCl; 1%
SDS.
4.1.3 Zusa¨tzliche Reinigung u¨ber SDS-PAGE
Fu¨r eine zusa¨tzliche Reinigung werden alle Fraktionen, die das jeweilige rekombinante
Protein enthalten, vereinigt, mindestens 2 h (auch u¨ber Nacht) mit 10% TCA im Eisbad
gefa¨llt und bei 6000 rpm 15 min bei 4◦C abzentrifugiert. Das Protein-Pellet wird einmal
mit eiskaltem (-20 ◦C) Aceton gewaschen und in 4x Laemmli-Puﬀer gelo¨st. Falls der
Laemmli-Puﬀer dabei gelb wird (niedriger pH), wird 10 M NaOH mikroliterweise bis zur
Blaufa¨rbung zugegeben. U¨ber ein pra¨paratives SDS-Gel (breite Spacer, eine kleine Tasche
fu¨r Marker und eine große fu¨r das zu reinigende Protein) werden die Proteine aufgetrennt
(Lauf bei 4◦C, da das dicke Gel sonst u¨berhitzt). Das Gel wird mit Coomassie-Blau (0,05%
in H2O) gefa¨rbt, mit H2O entfa¨rbt und die entsprechende Bande ausgeschnitten. Die
kleingeschnittenen Gelstu¨cke werden in einer BIOTRAPTM -Kammer (Schleicher & Schu¨ll)
in Biotrap-Puﬀer (6,06 g Tris; 28,82 g Glycin; 5 ml 10% SDS; auf 2 l H2O) mit 100 V u¨ber
Nacht eluiert, bis die Gelstu¨cke farblos sind. Vor der Entnahme des eluierten Proteins wird
20 sec umgepolt, um alles Protein von der Membran zu lo¨sen. Fu¨r den Zusammenbau der
Kammer siehe Geuder, 1987.
4.2 LaXp180-ActA in vitro-Bindungstest
Fu¨r den LaXp180-ActA in vitro-Bindungstest wird ein nativer Rohzellextrakt aus E. co-
li M15 pQHS30, der nach Induktion mit IPTG große Mengen an rekombinantem His6-
LaXp180 entha¨lt, auf eine Ni-NTA Sa¨ule (Qiagen) geladen und intensiv gewaschen. In
einem nativen Rohzellextrakt aus E. coli pCYB-ActA, der durch Induktion mit IPTG
ActA als ActA-Intein-CBD (”Chitin binding domain“)-Fusionsprotein u¨berexprimiert,
wird durch Zugabe von β-Mercaptoethanol die Selbstspaltung des Inteins induziert. Dieser
Zellextrakt, der das bereits von der Intein-CBD-Fusion abgespaltene native ActA entha¨lt,
wird u¨ber die Sa¨ule gegeben, an der bereits das His6-LaXp180 gebunden ist. Nach inten-
sivem Waschen werden die Proteine mit einem ansteigenden Imidazol-Gradienten von der
Sa¨ule eluiert.
Fu¨r die U¨berexpression von rekombinantem His6-LaXp180 werden 125 ml 2YT-
Medium (100 µg/µl Ampicillin, 30 µg/µl Kanamycin) mit 10 ml U¨bernachtkultur von
E. coliM15 pQHS30 angeimpft und bei 37◦C unter Schu¨tteln inkubiert, bis eine OD600=1,0
erreicht ist (∼3 h). Die Expression des His6-LaXp180 ist optimal bei Induktion mit 1 mM
IPTG bei einer OD600=1,0 u¨ber 4 h bei 37 ◦C. Die Kultur wird bei 6000 rpm 15 min bei
4◦C abzentrifugiert, das Pellet zweimal mit Bindungspuﬀer (4◦C) gewaschen und bis zur
Weiterverarbeitung bei -80◦C eingefroren.
Zum U¨berexprimieren von rekombinantem ActA werden 125 ml 2YT-Medium
(100 µg/µl Ampicillin) mit 10 ml U¨bernachtkultur von E. coli pCYB-ActA angeimpft
und bei 37 ◦C unter Schu¨tteln inkubiert. Die Induktion der U¨berexpression erfolgt bei
einer OD600 ∼1 mit 1 mM IPTG 4 h lang unter Schu¨tteln bei 30 ◦C. Die Kultur wird
15 min bei 4 ◦C mit 6000 rpm abzentrifugiert, das Pellet zweimal mit Bindungspuﬀer
(4◦C) gewaschen und bis zur Weiterverarbeitung bei -80◦C eingefroren.
Die na¨chsten Schritte werden auf Eis bzw. im Ku¨hlraum mit vorgeku¨hlten Puﬀern
und Gera¨ten durchgefu¨hrt und alle beno¨tigten Puﬀer frisch mit einer Spatelspitze PMSF
versetzt. Das Pellet aus 125 ml Kultur von E. coli pCYB-ActA wird in 10 ml Bin-
dungspuﬀer gelo¨st, dreimal mit der FrenchTM -Press homogenisiert und abzentrifugiert
(17000 rpm, 15 min, 4 ◦C). Der U¨berstand wird zur Induktion der Inteinspaltung mit
7 µl β-Mercaptoethanol versetzt (=ˆEndkonzentration von 20 mM) und 2 h bei 4◦C unter
Ru¨hren inkubiert.
In dieser Zeit wird das Pellet aus 125 ml Kultur von E. coli M15 pQHS30 in 10 ml
Bindungspuﬀer gelo¨st, dreimal mit der FrenchTM -Press homogenisiert und abzentrifugiert
(16000 rpm, 30 min, 4 ◦C). Der U¨berstand wird langsam auf eine mit Bindungspuﬀer
a¨quilibrierte Ni-NTA Sa¨ule (Qiagen) geladen, die 15 ml Ni-NTA Agarose entha¨lt. Die Sa¨ule
wird mit mindestens 100 ml Bindungspuﬀer und hoher Pumpgeschwindigkeit gewaschen.
Zum U¨berstand mit dem rekombinanten ActA werden nach der Inteinspaltung 80 ml
Bindungspuﬀer zum Absenken der β-Mercaptoethanolkonzentration zugegeben. Die Lo¨-
sung wird nach dem Waschschritt langsam auf die Sa¨ule gepumpt, die bereits mit His6-
LaXp180 beladen wurde. Die Sa¨ule wird mit mind. 300 ml Bindungspuﬀer und hoher
Pumpgeschwindigkeit gewaschen und mit einem Gradienten mit ansteigender Imidazol-
konzentration eluiert. Hierzu werden 10 ml Bindungspuﬀer und 10 ml Elutionspuﬀer u¨ber
einen Gradientenmischer langsam auf die Sa¨ule gepumpt. Anschließend wird Elutionspuf-
fer auf die Sa¨ule gegeben, bis ca. 40 Fraktionen aufgefangen sind. Beim Regenerieren der
Sa¨ule mit Regenerationspuﬀer werden zusa¨tzlich noch die ersten 10 Fraktionen gesammelt.
Die Fraktionen werden mit 10% TCA gefa¨llt (u¨ber Nacht im Eisbad) und abzentrifu-
giert (14000 rpm, 15 min, 4◦C). Die Protein-Pellets werden einmal mit eiskaltem (-20◦C)
Aceton gewaschen und in je 30 µl 4x Laemmli-Puﬀer gelo¨st. Falls der Laemmli-Puﬀer da-
bei gelb wird (niedriger pH), wird NaOH mikroliterweise bis zur Blaufa¨rbung zugegeben.
Fu¨r Western-Blots werden 15 µl einer Fraktion auf eine Spur eines SDS-Polyacrylamidgels
aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert
und mit den entsprechenden Antiko¨rpern entwickelt.
Bindungspuﬀer: 50 mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol; 10 mM β-Mercap-
toethanol; pH 7,2. Elutionspuﬀer: 50 mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; 250 mM Imidazol;
10 mM β-Mercaptoethanol; pH 7,2. Regenerations-Puﬀer: 0,2 M Essigsa¨ure; 30 %
Glyzerin.
4.3 RNA Isolation, cDNA Synthese und RT-PCR
Die RNA Isolation aus Gewebekulturzellen beruht auf der Guanidiniumisothiocyanat Me-
thode von Chomczynski und Sacchi, 1987. Um eine Kontamination mit RNasen zu ver-
hindern, werden alle Lo¨sungen (außer aminogruppenhaltige wie z.B. Tris oder EDTA)
mit 0,1 % Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt und bei allen Schritten Handschuhe
getragen. Die Zellen werden in einer Schale (Ø=60 mm) kultiviert, das Medium abge-
zogen, 0,5 ml Denaturierungslo¨sung zugegeben und durch auf- und abpipettieren lysiert.
Das Homogenat wird in ein 2 ml Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt, mit 50 µl 2 M Natriumacetat
(pH 4) versetzt und durchmischt. Nach Zugabe von 500 µl Wasser-gesa¨ttigtem Phenol
und 100 µl Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) wird sorgfa¨ltig durchmischt, 15 min auf Eis
inkubiert, abzentrifugiert (10000 g, 20 min, 4 ◦C) und die obere wa¨ssrige Phase, die die
RNA entha¨lt, in ein neues Reaktionsgefa¨ß transferiert. Die RNA wird durch Zugabe von
0,5 ml Isopropanol (-20 ◦C) 30 min bei -20 ◦C gefa¨llt, abzentrifugiert (10000 g, 10 min,
4 ◦C) und das Pellet in 150 µl Denaturierungslo¨sung gelo¨st. Die RNA wird erneut durch
Zugabe von 150 µl Isopropanol 30 min bei -20◦C gefa¨llt, abzentrifugiert (10000 g, 10 min,
4 ◦C), das Pellet in 200 µl 75 % Ethanol gelo¨st und 10 min bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert, um die restlichen Spuren des Guanidiniumisothiocyanats in Lo¨sung zu bringen.
Nach 5 min Abzentrifugieren bei 10000 g wird der U¨berstand verworfen, das Pellet 5 min
im Vakuum bei RT getrocknet und in 15 µl DEPC-H2O durch dreimaliges Erwa¨rmen auf
55◦C, kra¨ftiges Mischen, inkubieren auf Eis und kurzes Abzentrifugieren gelo¨st.
Die cDNA-Synthese erfolgt mit dem 1st-Strand Synthesis Kit (Stratagene) nach dem
Protokoll des Herstellers. Zu 5 µg RNA in 32 µl DEPC-H2O werden 3 µl Oligo-dT
Primer (100 ng/ µl) gegeben, durchgemischt, 5 min auf 65 ◦C erhitzt und langsam auf
RT abgeku¨hlt. Nach Zugabe von 5 µl 10x 1st-Strand Buﬀer, 5 µl 0,1 M DTT, 0,5 µl
RNA-Guard, 3,75 µl dNTP-Mix und 1 µl Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase
wird der Ansatz 1 h bei 37◦C inkubiert.
Mit speziﬁschen Primerpaaren werden die Nukleotidsequenzen der entsprechenden
Gene, deren Transkription untersucht werden soll, u¨ber PCR mit unverdu¨nnter oder
1:50 verdu¨nnter cDNA als Template ampliﬁziert. Parameter fu¨r die PCR sind 1 min
Denaturierung bei 94 ◦C, 1 min ”Annealing“ bei 56
◦C, 1 min Elongation bei 72 ◦C u¨ber
30 Zyklen. Die PCR-Produkte werden elektrophoretisch in einem 1%-igen Agarose-Gel
aufgetrennt und nach Ethidiumbromid-Fa¨rbung unter UV Licht sichtbar gemacht. Als
interne Kontrolle werden PCRs mit β-Aktin speziﬁschen Primerpaaren durchgefu¨hrt. Zur
Kontrolle auf Kontamination mit DNA werden PCRs mit den RNA-Proben, die nicht
revers transkribiert wurden, durchgefu¨hrt.
Denaturierungslo¨sung: 4 M Guanidiniumisothiocyanat; 20 mM Natriumacetat
(pH 5,2); 0,1 mM DTT; 0,5% Sarkosyl. DEPC-H2O: 0,1% DEPC in H2O, u¨ber Nacht bei
37◦C inkubieren, autoklavieren (DEPC wird durch Autoklavieren zersto¨rt). dNTP-Mix:
20 mM dATP, 20 mM dCTP, 20 mM dGTP, 20 mM dTTP in DEPC-H2O.
4.4 Immunopra¨zipitation von LaXp180
Die Protokolle zur Immunopra¨zipitation wurden nach Sambrook et al., 1989, modiﬁziert.
Zur Herstellung eines Proteinextraktes aus Cos-1-Fibroblasten werden die in einer Schale
(Ø=90 mm) in RPMI 1640 Medium, 10% FCS kultivierten Zellen mit PBS gewaschen,
auf Eis vorgeku¨hlt und mit 1 ml eiskaltem Lysispuﬀer 20 min auf Eis lysiert. Das gallert-
artige Lysat wird mit einem Gummischaber abgeschabt und in ein 1,5 ml Reaktionsgefa¨ß
u¨berfu¨hrt.
Fu¨r die Immunopra¨zipitation von LaXp180 wurden neben Lysaten aus Cos-1-
Fibroblasten auch Gehirnextrakte von Ma¨usen verwendet, da das Phosphoprotein Stath-
min in der ho¨chsten Konzentration im Gehirn vorkommt (Koppel et al., 1990). Da Stath-
min oﬀensichtlich an LaXp180 bindet (Maucuer et al., 1995), wurde davon ausgegangen,
daß vermutlich auch LaXp180 im Gehirn in ho¨herer Konzentration vorkommt. Fu¨r einen
Maus-Gehirnextrakt werden Gehirne von zwei BL-6 Ma¨usen in 2 ml Lysispuﬀer homogeni-
siert, 20 min auf Eis inkubiert, abzentrifugiert (14000 rpm, 5 min, 4◦C) und der U¨berstand
in der Ultrazentrifuge abzentrifugiert (100000 rpm, 6 min, 4◦C). Das Lysat kann bei -80◦C
aufbewahrt werden (nach Koppel et al., 1990).
Zu 500 µl Lysat werden 100 µl NET-Gel-Puﬀer und 5 µl anti-LaXp180-Serum gegeben
und 1 h im Ku¨hlraum unter starkem Schu¨tteln (Vibrax) inkubiert. In dieser Zeit la¨sst man
die Protein-A-Agarose vorquellen, indem man 10 mg Protein-A-Agarose (Sigma P-0932)
in 1 ml H2O resuspendiert, nach 30 min abzentrifugiert (5 min) und das Pellet in 50 µl
H2O aufnimmt. 10 µl der vorgequollenen Protein-A-Agarose-Lo¨sung werden zum Lysat
zugegeben und erneut 1 h unter starkem Schu¨tteln (die Protein-A-Agarose darf sich nicht
absetzen) im Ku¨hraum inkubiert. Nach Abzentrifugieren (5 min) wird das Pellet zweimal
mit NET-Gel-Puﬀer und einmal mit 10 mM Tris (pH 7,5), 0,1 % Igepal 20 min unter
kra¨ftigem Schu¨tteln gewaschen. Das Pellet wird in 20 µl 4x Laemmli-Puﬀer aufgenommen,
5 min bei 100 ◦C aufgekocht, erneut abzentrifugiert, der U¨berstand u¨ber SDS-PAGE
aufgetrennt und nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran im Western-Blot mit dem
anti-LaXp180-Serum (1:1000) und SC-2004 (1:1000) als Sekunda¨rantiko¨rper analysiert.
Als Negativkontrollen werden Immunopra¨zipitationen mit dem Pra¨immunserum des
Kaninchens oder ohne Serum durchgefu¨hrt.
Lysispuﬀer: 50 mM Tris·Cl (pH 7,5); 150 mM NaCl; 0,02% NaN3; 0,1% SDS; 100 µg/ml
PMSF (Stammlo¨sung 10 mg/ml in Isopropanol); 1 µg/ml Aprotinin (Stammlo¨sung
10 mg/ml in 0,01 M HEPES); 1 % Igepal; 0,5 % Natriumdeoxycholat. Die PMSF- und
Aprotinin-Stammlo¨sungen werden bei -20 ◦C gelagert und frisch zugesetzt. NET-Gel-
Puﬀer: 50 mM Tris·Cl (pH 7,5); 150 mM NaCl; 0,1 % Igepal; 1 mM EDTA (pH 8,0);
0,25% Gelatine; 0,02% NaN3.
4.5 Immunﬂuoreszenzfa¨rbung von Gewebekulturzellen
4.5.1 Kultur und Infektion von Cos-1-Fibroblasten
Cos-1-Fibroblasten und Caco-2-Epithelzellen werden in 250 ml Zellkulturﬂaschen in 12 ml
RPMI 1640 (Gibco), 10 % Fo¨tales Ka¨lberserum (FCS) im Brutschrank bei 37 ◦C und
5% CO2 kultiviert. Wenn der Zellrasen fast geschlossen ist, werden die Zellen passagiert
(3x wo¨chentlich), indem das Medium abgesaugt, einmal mit Phosphat-gepuﬀerter Saline
(PBS) gewaschen wird und die Zellen durch Trypsin-EDTA (Gibco) vom Flaschenboden
abgelo¨st werden: 2 ml Trypsin-EDTA werden zugegeben, durch Schwenken gleichma¨ßig
u¨ber den Zellrasen verteilt und abgesaugt. Die Flasche wird im Brutschrank inkubiert,
bis der Zellrasen sich abzulo¨sen beginnt (ca. 5 min). Der Zellrasen wird mit 6 ml Medium
abgespu¨lt und durch Auf- und Abpipettieren suspendiert. 2 ml der Zellsuspension werden
in eine neue Flasche gegeben, die bereits 10 ml Medium entha¨lt.
Fu¨r die Isolation von RNA werden 48 h vorher 5·106 Zellen in Schalen (Ø=60 mm)
ausgesa¨t, fu¨r Immunﬂuoreszenzfa¨rbungen werden 48 h vorher 2·105 Zellen oder 72 h vorher
1·105 Zellen in einen Napf einer 12-Napf Platte ausgesa¨t, in dem sich bereits ein Deckglas
(aus Glas zur Aceton-Fixierung!) beﬁndet.
Zur Herstellung von L. monocytogenes-Glyzerinkulturen fu¨r Infektionen werden 20 ml
BHI Medium (”brain heart infusion“) 1:50 mit einer U¨bernachtkultur angeimpft und im
Schu¨ttler bei 37◦C inkubiert, bis 180 Klett-Einheiten erreicht sind. Die Kultur wird 15 min
bei 6000 rpm und 4 ◦C abzentrifugiert, zweimal mit kaltem PBS gewaschen, in 10 ml
PBS, 20 % Glyzerin suspendiert, aliquotiert und bei -80 ◦C aufbewahrt. Sa¨ugerzellen
werden fu¨r Immunﬂuoreszenzfa¨rbungen mit einer MOI=50 (”multiplicity of infection“)
fu¨r die Sta¨mme L. monocytogenes A49 und L. monocytogenes ∆2 und einer MOI=12,5
fu¨r L. monocytogenes EGD inﬁziert, zur Isolation von RNA aus inﬁzierten Sa¨ugerzellen
generell mit einer MOI=50 fu¨r alle Sta¨mme.
Zur Infektion werden die Gewebekulturzellen einmal mit PBS (mit Ca2+/Mg2+) gewa-
schen und neues Medium zugegeben, welches die einer gewu¨nschten MOI entsprechende
Anzahl von Bakterien entha¨lt. Die Bakterien werden anschließend 10 min bei 1200 rpm
auf die Gewebekulturzellen zentrifugiert. Nach 50 min Inkubation im Brutschrank werden
die Zellen dreimal mit PBS (mit Ca2+/Mg2+) gewaschen und frisches Medium zugegeben,
das Gentamycin in einer Endkonzentration von 50 µg/ml entha¨lt. Dieser Zeitpunkt wird
mit 0 h p.i. (”post infection“) bezeichnet. Die inﬁzierten Zellen werden nach einer In-
kubationszeit von 4 h im Brutschrank fu¨r die Immunﬂuoreszenzfa¨rbung ﬁxiert (= 4 h p.i.).
20x PBS: 160 g NaCl, 4 g KCl, 23 g Na2HPO4, 4 g KH2PO4 auf 1 l H2O, autoklavieren.
20x Ca2+/Mg2+: 2 g MgCl2 x 6 H2O, 2 g CaCl2 x 6 H2O auf 1 l H2O, autoklavieren.
4.5.2 Immunﬂuoreszenzfa¨rbung mit dem anti-LaXp180-Serum
Die Immunﬂuoreszenzfa¨rbungen werden modiﬁziert nach Mounier et al., 1990, durch-
gefu¨hrt. Fu¨r Fa¨rbungen mit dem anti-LaXp180-Serum werden die Deckgla¨schen mit
den inﬁzierten Gewebekulturzellen noch in der 12-Napf-Platte zweimal mit PBS und
einmal mit PHEM-Puﬀer (4 ◦C) vorsichtig gewaschen und genau 1 min mit 1 ml PHEM,
0,5 % Triton-X-100 (4 ◦C) bedeckt. Danach werden die Deckgla¨schen 3 min in -20 ◦C
kaltem Aceton in einer neuen, vorgeku¨hlten Glasschale inkubiert und auf einem Stu¨ck
Filterpapier am Platz getrocknet. Das pra¨adsorbierte anti-LaXp180-Serum wird 1:40 in
PBS, 2% BSA (Rinderserumalbumin) verdu¨nnt und ein Tropfen von 30 µl auf ein auf den
Tisch geklebtes Stu¨ck Paraﬁlm pipettiert. Das Deckgla¨schen wird mit dem Zellrasen nach
unten luftblasenfrei auf den Tropfen gelegt und mindestens 40 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Fu¨r la¨ngere Inkubationszeiten sollte das Paraﬁlmstu¨ck in eine verschließbare
Dose geklebt und ein mit Wasser getra¨nktes Papiertuch dazugelegt werden, um ein
Austrocknen zu verhindern. Zum Waschen werden drei 50 ml-Ro¨hrchen mit PBS gefu¨llt
und die Deckgla¨schen mit einer Pinzette jeweils 10 s in jedem Ro¨hrchen unter leichtem
Schwenken gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wird u¨berschu¨ssiges PBS von der
Unterseite und vom Rand des Deckgla¨schens mit einem Papiertuch abgewischt, um eine
weitere Verdu¨nnung des na¨chsten Antiko¨rpers zu vermeiden. Mit der Oberseite nach
unten wird das Deckgla¨schen auf einen 30 µl-Tropfen des LRSC-konjugierten Ziege-anti-
Kaninchen Sekunda¨rantiko¨rpers (Dianova) gelegt, der 1:40 in PBS, 2 % BSA verdu¨nnt
wurde. Wegen der hohen Lichtempﬁndlichkeit der Fluoreszenzfarbstoﬀ-gekoppelten
Antiko¨rper sind die Pra¨parate wa¨hrend der folgenden Inkubationen lichtundurchla¨ssig ab-
zudecken und bis zur Mikroskopie in einer lichtundurchla¨ssigen Schachtel aufzubewahren.
Nach mindestens 40 min Inkubation des Sekunda¨rantiko¨rpers werden die Deckgla¨schen
dreimal gewaschen und fu¨r eine optionale Phalloidin-Fa¨rbung 40 min auf einen Tropfen
1:20 mit PBS verdu¨nntes FITC-Phalloidin (Sigma) gelegt. Vorsicht: Phalloidin ist extrem
toxisch! Nach dreimaligem Waschen und Abtupfen der PBS-Reste wird das Deckgla¨schen
mit der Oberseite nach unten luftblasenfrei auf einen 4 µl-Tropfen PBS, 50 % Glyzerin
auf einem Objekttra¨ger gelegt. Die u¨berschu¨ssigen PBS-Glyzerinreste werden mit einem
Papiertuch abgewischt und das Deckgla¨schen am Rand luftdicht mit Nagellack versiegelt.
PHEM-Puﬀer: 60 mM PIPES; 23 mM HEPES; 10 mM EGTA; 1 mM MgCl2 x 6 H2O.
pH=6,9 mit NaOH einstellen.
4.5.3 Immunﬂuoreszenzfa¨rbung mit dem anti-Stathmin-Serum
Die anti-Stathmin-Fa¨rbung erfolgt nach Gavet et al., 1998. Die Deckgla¨schen mit den
Gewebekulturzellen werden in der 12-Napf-Platte zweimal vorsichtig mit PBS gewaschen,
6 min in -20◦C kaltem Methanol in einer neuen, vorgeku¨hlten Glasschale ﬁxiert und zum
Absa¨ttigen unspeziﬁscher Bindungsstellen gleich ohne Trocknen mit der Oberseite nach un-
ten 1 h auf einen 30 µl-Tropfen PBS, 3% BSA gelegt. Zweckma¨ßigerweise klebt man hierzu
ein Stu¨ck Paraﬁlm in eine verschließbare Dose und legt ein mit Wasser getra¨nktes Papier-
tuch dazu, um ein Austrocknen zu verhindern. ZumWaschen werden drei 50 ml-Ro¨hrchen
mit PBS gefu¨llt und die Deckgla¨schen mit einer Pinzette jeweils 10 s in jedem Ro¨hrchen
unter leichtem Schwenken gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wird u¨berschu¨ssiges
PBS von der Unterseite und vom Rand des Deckgla¨schens mit einem Papiertuch aufge-
saugt. Das Deckgla¨schen wird mit der Oberseite nach unten auf einen 30 µl-Tropfen des
ersten Antiko¨rpers gelegt und u¨ber Nacht bei 4 ◦C inkubiert. Fu¨r die anti-Stathmin-
Fa¨rbung wird das polyklonale anti-Peptid-C-Serum (A. Sobel, INSERM, Paris) in einer
Verdu¨nnung von 1:200 in PBS, 2 % BSA verwendet. Das anti-Peptid-C-Serum wurde
gegen ein synthetisches Peptid aus den 16 C-terminalen Aminosa¨uren von Stathmin in
einem Kaninchen synthetisiert (Koppel et al., 1990). Nach dreimaligem Waschen wird das
Deckgla¨schen 2 h auf einem 30 µl-Tropfen des LRSC-konjugierten Ziege-anti-Kaninchen
Sekunda¨rantiko¨rpers (Dianova) bei Raumtemperatur inkubiert, dreimal gewaschen, luft-
blasenfrei auf einen 4 µl-Tropfen PBS, 50% Glyzerin auf einem Objekttra¨ger gelegt und
nach Abwischen der u¨berschu¨ssigen PBS-Glyzerinreste luftdicht mit Nagellack versiegelt.
4.6 Transfektion von Cos-1-Zellen
Die Transfektion von Cos-1-Zellen wurde mit Lipofectamine PlusTM (Gibco) nach den Her-
stellerangaben fu¨r Cos-7-Zellen durchgefu¨hrt. Fu¨r anschließende Immunﬂuoreszenzanaly-
sen werden mittags am Tag vor der Transfektion 1,5·105 Cos-1-Fibroblasten pro Napf einer
12-Napf-Platte in 3 ml DMEM (Gibco) ausgesa¨t, das 10% FCS und nicht-essentielle Ami-
nosa¨uren entha¨lt, und im Brutschrank bei 37◦C und 5% CO2 inkubiert. Alle Mengenanga-
ben beziehen sich auf einen Napf einer 12-Napf-Platte. Die Transfektion erfolgt nach 24 h,
wobei der Zellrasen dann zu 70-80% den Boden bedecken sollte. Fu¨r die Transfektion wer-
den die Lo¨sungen A und B hergestellt: Fu¨r die Lo¨sung A werden 0,8 µg Plasmid-DNA und
7 µl PLUS-Reagens zu 150 µl Serum-freiem DMEM (mit nicht-essentiellen Aminosa¨uren)
zugegeben, kra¨ftig durchmischt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Lo¨sung B be-
steht aus 3 µl Lipofectamine-Reagens in 150 µl DMEM. Lo¨sung A und B werden vereinigt
und durchmischt. Nach 15 min Inkubation werden 300 µl Serum-freies DMEM zugegeben.
Die zu transﬁzierenden Zellen werden zweimal mit Serum-freiem DMEM gewaschen, mit
der Mischung aus Lo¨sung A und B u¨berschichtet und im Brutschrank inkubiert. Nach 4 h
werden 600 µl DMEM mit 20% FCS zugegeben, ohne vorher die Transfektionslo¨sung zu
entfernen.
Am Morgen des na¨chsten Tages werden die Zellen dreimal mit PBS (mit Ca2+/Mg2+)
gewaschen, frisches RPMI mit 10% FCS zugegeben und im Brutschrank inkubiert. Am
Nachmittag werden die transﬁzierten Zellen ﬁxiert und fu¨r Immunﬂuoreszenzanalysen
gefa¨rbt. Sollen die transﬁzierten Zellen inﬁziert werden, wird das frische RPMI mit 10%
FCS gleich mit der entsprechenden Menge Bakterien versetzt. Das weitere Vorgehen fu¨r
die Infektion erfolgt nach 4.5.1.
5 Material
5.1 Plasmide
Plasmid Eigenschaften Herkunft
pERL3-79-1: prfA-Gen von L. monocytogenes NCTC 7973, Emr Bohne, 1995
pQE30: erzeugt N-terminalen His6-Tag, Amp
r Qiagen
pQHS30: C-Terminus (467 AS) des humanen LaXp180 mit N-
terminalem His6-Tag in pQE30, Amp
r
J. Laubinger, Inst. fu¨r Phy-
siologie, Universita¨t Mainz
pCYB4: erzeugt Intein-CBD (
”
Chitin Binding Domain“)-Fusion,
Ampr
New England Biolabs
pCYB-ActA: ActA-Intein-CBD-Fusionsprotein, Ampr diese Arbeit
pCI: Vektor zur transienten Transfektion, Ampr Promega
pCIV: cDNA des vollsta¨ndigen LaXp180 in pCI. Klonierung
u¨ber Eco RI und Not I, Ampr
J. Laubinger, Inst. fu¨r Phy-
siologie, Universita¨t Mainz
pCIC: cDNA des C-Terminus von LaXp180 (AS 1036-1591) in
pCI. Klonierung u¨ber Acc I und Not I, Ampr
J. Laubinger, Inst. fu¨r Phy-
siologie, Universita¨t Mainz
pPC86: GAL4-TA Fusionsvektor fu¨r das
”
Yeast Two-Hybrid“ Sy-
stem, TRP1, Ampr
Chevray und Nathans, 1992
pPC97: GAL4-DB Fusionsvektor fu¨r das
”
Yeast Two-Hybrid“ Sy-
stem, LEU2, Ampr
D. Nathans, Howard Hughes
Medical Institute, Baltimore
pPC97-ActA: GAL4-DB-Fusion mit ActA-Fragment (AS 30-613) diese Arbeit
pPC97-NActA: GAL4-DB-Fusion mit ActA-Fragment (AS 30-263) diese Arbeit
pPC97-PActA: GAL4-DB-Fusion mit ActA-Fragment (AS 264-429) diese Arbeit
pPC97-CActA: GAL4-DB-Fusion mit ActA-Fragment (AS 423-613) diese Arbeit
pPC97-NPActA: GAL4-DB-Fusion mit ActA-Fragment (AS 30-429) diese Arbeit
pPC97-PCActA: GAL4-DB-Fusion mit ActA-Fragment (AS 264-613) diese Arbeit
pPC97-∆PactA: GAL4-DB-Fusion mit ActA-Fragment (AS 30-190 und
470-613)
diese Arbeit
pPC67: embryonale murine cDNA-Genbank in pPC86 Chevray und Nathans, 1992
5.2 Sta¨mme
Stamm Eigenschaften Herkunft
L. monocytogenes Sv
1/2a EGD:
Wildtyp S. H. E. Kauf-
mann
L. monocytogenes A49: Deletion des zentralen prolinreichen Bereichs von ActA
(vgl. Abb. 7)
Hauf et al., 1997
L. monocytogenes ∆2: Deletion der Gene actA, mpl und plcB Hauf et al., 1997
S. cerevisiae HF7c: Genotyp: MATa, ura3-52, his3-200, lys2-801, ade2-101,
trp1-901, leu2-3, 112, gal4-542, gal80-538, LYS2::GAL1-
his3, URA3::(GAL4 17-mers)3-CYC1-lacZ. Der Stamm
HF7c entha¨lt die GAL4-abha¨ngigen Reportergene his3
und lacZ und als Auxotrophiemarker trp1 und leu2.
Clontech
S. cerevisiae SFY526: Genotyp: MATa, ura3-52, his3-200, lys2-801, ade2-
101, trp1-901, leu2-3, 112, canr , gal4-542, gal80-538,
URA3::GAL1-lacZ. Der Stamm SFY526 entha¨lt als Re-
portergen lacZ und als Auxotrophiemarker trp1 und leu2.
Clontech
(Bartel et al.,
1993)
E. coli DH5α: Genotyp: supE44 ∆lacU169 (ø80lacZ∆M15) hsdR17
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1. Rekombinations-
negativer Suppressor Stamm zur Ampliﬁkation von Plas-
miden und Cosmiden. Die Mutation ø80lacZ∆M15 er-
laubt α-Komplementation mit dem N-Terminus der in
pUC-Vektoren kodierten β-Galaktosidase.
BRL (Hanahan,
1983)
E. coli M15 [pREP4]: Genotyp: lac−, ara−, gal−, mtl−, F−, recA+, uvr+, lon+,
[Kmr], Nals, Strs, Rifs. Stamm zur U¨berexpression von
His6-Tag Proteinen. Das ”
low-copy“-Plasmid pREP4 ex-
primiert konstitutiv den lac-Repressor.
Qiagen
5.3 Zell-Linien
Zell-Linie Eigenschaften
Cos-1 Morphologie: Fibroblasten-a¨hnlich
ATCC: CRL-1650 Herkunft: Afrikanische Gru¨ne Meerkatze, Niere, SV-40 transformiert
HeLa Morphologie: epithelzella¨hnlich
ATCC: CCL-2 Herkunft: Mensch, Geba¨rmutterhalskarzinom
Caco-2 Morphologie: epithelzella¨hnlich
ATCC: HTB-37 Herkunft: Mensch, Dickdarm, Adenokarzinom
P388D1 Morphologie: Makrophagen-a¨hnlich
ATCC: TIB-63 Herkunft: Maus, Makrophgen-Vorla¨ufer
HBMEC Mikrovaskula¨re Gehirnendothelzellen
Herkunft: Mensch; (K. S. Kim, Children´s Hospital, Los Angeles)
BMMΦ Prima¨re Knochenmarksmakrophagen
Herkunft: Maus, Oberschenkelknochen
Kulturbedingungen: Cos-1-, HeLa-, Caco-2- und P388D1-Zellen werden nach Stan-
dardprotokollen aus Hay et al., 1994, kultiviert. Die Kultur von HBMEC erfolgt nach
Stins et al., 1994. Prima¨re Knochenmarksmakrophagen BMMΦ wurden nach Kuhn und
Goebel, 1994, isoliert und kultiviert.
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A Anhang
A.1 Nukleotidsequenzen der pPC67-cDNA Inserts
A.1.1 cDNAs der AIPs
Die Nukleotidsequenzen der drei AIPs beginnen jeweils mit dem ersten Triplet des cDNA-
Inserts unmittelbar nach der Adapter-Sequenz (vgl. Abb. 5A).
pPC67-15: 1 CGGGATAAAGATTTGATAGAGTCGCTCTCTGAGGACCGAGCTCGTTTGCTTGAAGAGAAG 60
R D K D L I E S L S E D R A R L L E E K
(Acc-Nr. 61 AAGCAGCTTGAAGAGGAAGTGAGTAAACTCCGCACTAGCAGTTTTCTTTCCTCAGCACCT 120
AJ242720) K Q L E E E V S K L R T S S F L S S A P
121 GTGGCTGCAGCCCCAGAGCTCTATGGTGCGTGTGCACCTGAGCTCCCAGGGGAGCCAGAG 180
V A A A P E L Y G A C A P E L P G E P E
181 AGATCAGTCATGGAGACGGCAGATGAAGGAAGACTGGATTCCGCAATGGAGACAAGCATG 240
R S V M E T A D E G R L D S A M E T S M
241 ATGTCTGTCCAAGAAAACATGTTATCTGAAGAGAACGAGAGGATCATGCTCCTAGAACGG 300
M S V Q E N M L S E E N E R I M L L E R
301 ACATTGCAGTTGAAAGAAGAAGAAAACAAGCGGTTAAATCAAAGACTGATGTCTCAGAGT 360
T L Q L K E E E N K R L N Q R L M S Q S
361 TTGTCCTCAGTCTCTTCAAGGCATTCTGAAAAAATAGCCATTAGAGATTTTCAGGTGGGA 420
L S S V S S R H S E K I A I R D F Q V G
421 GATTTGGTTCTCATCATCCTAGATGAGCGGCACGACAATTATGTATTGTTTACTGTTAGT 480
D L V L I I L D E R H D N Y V L F T V S
481 CCTACTTTATATTTTCTGCACTCAGAGTCTCTTCCTGCCCTGGATCTCAAACCAGCTTCA 540
P T L Y F L H S E S L P A L D L K P A S
541 GGTGCATCTAGAAGACCCTGGGTCCTTGGGAAAGTAATGGAAAAGGAATACTGTCAAGCC 600
G A S R R P W V L G K V M E K E Y C Q A
601 AAAAAGGCACAAAACAGATTTAAAGTTCCTTTGGGGACAAAGTTTTACAGAGTGAAAGCT 660
K K A Q N R F K V P L G T K F Y R V K A
661 GTGTCATGGAATAAGAAAGTATAGCCACAGAAGAAATCTCTACATCTCATACCATTTTTG 720
V S W N K K V *
721 ATTTGTCCTCCAGTGCTGATAAACTACTCTAAAAACAGCTGGCCATTGTTGGGTTTTTTT 780
781 TTTGTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTTTACAAAAGTCAACATAACAATATACTTCATTGG 840
841 TGGACTGCACTTACCTTTTAAGTGGCTACATCTTAGGAACAATAAATTTATTAAAATTCA 900
901 AAAAAAAAAAAAAAAAATGGCGGCCGCACCGCGTGGAGCTTTGGACTTCTTCGCCAGAGG 960
961 TTTGGTCAGTCTCCAATCAAGGTTGTCGGCTTGTC
pPC67-18/ 1 GTCCACGTGAGCGGCGCGGCCGAGGTGTCCGCCAGCCCCGACCGGGCGCTGGTGACCGTG 60
pPC67-70: V H V S G A A E V S A S P D R A L V T V
61 CGAGTGAGCAGCACCAAGGAGGTGTCGGCCGAGGCCAAGAAGAGTGTGTGTCGCCGCCTG 120
(Acc-Nr. R V S S T K E V S A E A K K S V C R R L
AJ242722) 121 GACTACATCACGCAGAGCCTCCAGCAGCAGGGGTTTCAGGCAGAAAATGTAACTGTGACA 180
D Y I T Q S L Q Q Q G F Q A E N V T V T
181 AAGAACATTAGAAGAGTAGAAAATGCGTATCGCATGGAAGCCGAGGTCTGCATTACATTT 240
K N I R R V E N A Y R M E A E V C I T F
241 ACTGAATTCGGAAAAATGCAAAATATTTGTAACTTTCTGGTTGAAAAACTAGATAGCTCT 300
T E F G K M Q N I C N F L V E K L D S S
301 GTTGTCATCAGCCCACCTGAGTTCTATCACACACCAGGTTCTGTTGAGAATCTTCGGCGG 360
V V I S P P E F Y H T P G S V E N L R R
361 CAGGCCTGTCTGGTTGCTGTTGAGAATGCATGGCGCAAAGCTCAAGAAGTCTGTGACCTC 420
Q A C L V A V E N A W R K A Q E V C D L
421 GTTGGCCAAACTCTGGGAAAACCTTTACTAATCAAAGAAGAAGAAACAAAAGACTGGGAA 480
V G Q T L G K P L L I K E E E T K D W E
481 GGCCAAACGGATGATCATCAGTTATCCAGACTGCCAGGCACATTAACTGTACAACAGAAA 540
G Q T D D H Q L S R L P G T L T V Q Q K
541 ATCAAAAGTGCAACCATCCATGCATCTTCGAAGGTGTTCATTACTTTTGAGGTAAAAGGA 600
I K S A T I H A S S K V F I T F E V K G
601 AAAGAGAAGAAAAAAAAGCATCTTTAAAATTCTAACTAAAACATGATGTGTCTGTACTTT 660
K E K K K K H L *
661 TAAATCTGTTTTTATGACATTTTACAGTGCTTCTTTCTGTCTCGGACATACATATTGTAT 720
721 GGCATATTCAGTAAGCCTCAGTAAAATCTGCCACTTTTTGAACATAATGTTCCATCTATG 780
781 AGG
pPC67-37: 1 GGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCTCAGGCTAGAGGTTGGCTGGTTGCTGAACGC 60
G E R E R E R A A A Q A R G W L V A E R
(Acc-Nr. 61 TGCCCCAGTGCCGGTCGGGCCATGGGCGAGCCCGACCCCTTGGTCTCGGGGCAGCTCGCG 120
AJ242721) C P S A G R A M G E P D P L V S G Q L A
121 GCCCGCCGGAGCTGGTGCTTGCGGCGGCTGGGGATGGACTGCGAGTGGCTGCAGCTGGAG 180
A R R S W C L R R L G M D C E W L Q L E
181 GCTGGGACTGAGGTGACCATAGGACGGGGACTTAGTGTCACATACCAGCTGATATCAAAG 240
A G T E V T I G R G L S V T Y Q L I S K
241 GTTTGCCCTCTGATGATTTCCCGAAGCCACTGTGTTCTGAAGCAGAATCCTGAGGGACAG 300
V C P L M I S R S H C V L K Q N P E G Q
301 TGGACCATTATGGACAATAAGAGTCTGAATGGTGTTTGGCTGAACAGAGAACGTCTGGCA 360
W T I M D N K S L N G V W L N R E R L A
361 CCATTACAGGGTTATTGCATCCGTAAGGGAGACCATATCCAGCTCGGTGTGCCGCTGGAA 420
P L Q G Y C I R K G D H I Q L G V P L E
421 AGCAGGGAGACGGCAGAGTATGAATACGAAGTCATTGAAGAAGACTGGGAGAGTCTGGCT 480
S R E T A E Y E Y E V I E E D W E S L A
481 CCCTGCCTTGCCCCGAAGAATGACCAGAGAATGGAAAAACATAAAGGCTCGAGAACTAAG 540
P C L A P K N D Q R M E K H K G S R T K
541 AGGAAATTCAGTTCGCCTGGGTTAGAGAATCTTCCAGCCGAGGGCTCCTCAGATCTCAGA 600
R K F S S P G L E N L P A E G S S D L R
601 TGCCCACTGGCTAATGTCGCCAGTAAACCCATTGAGCCAGAGAAGTTGCATGGCAAAGGT 660
C P L A N V A S K P I E P E K L H G K G
661 GACGCATCGAGTCAGTCCTTGGGATGCTTGTGTCCTGGGCTGACTTCTCTGAAGGCGAGT 720
D A S S Q S L G C L C P G L T S L K A S
721 GAGAGGGCCGCCGGGCTCATGCTTGCTCTGCTCTTCCAAAGGTCCTGGAACTCAGTTGTC 780
E R A A G L M L A L L F Q R S W N S V V
781 CTAAGAAGCAGAAGGCCTGCAGACCATCAGCATCTCAGAACAGCTTAGAACTGTTTAAGG 840
L R S R R P A D H Q H L R T A *
841 TGACCATGTCCAGGATGCTGAAGCTGAAACACAGATGCAGGAGAAGCAGATAGCTGTCCT 900
901 AAACGTCAAGAGACAGACTCGGAAGGGAGCTCAAAGAAGA
A.1.2 Inserts der falsch-positiven Plasmide
Die folgenden Sequenzen stammen von Inserts der pPC67-cDNA-Plasmide, die aus den
Hefeklonen isoliert wurden, welche nach Transformation der Genbank beide Reportergene
aktiviert hatten, aber nach der Passage in E. coli und Ru¨cktransformation in die He-
festa¨mme das lacZ-Gen nicht mehr exprimierten. Alle Sequenzen beginnen einheitlich mit
dem Threonin T885 der GAL4-TA Sequenz.
pPC67-4: 1 ACCCACGCGTCCGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT 60
T H A S G E R E R E R A A A L S L S L S
61 CCGGACGCGTGGGTCAACATTTTGAAAGAGCAGACTCATAGCACCCACCCACCCCTGAGA 120
P D A W V N I L K E Q T H S T H P P L R
121 ATCCATCTTCATGGCCAACTCTGCCTGACCCGGGAGACCACCACCCACATCATCCTGGAG 180
I H L H G Q L C L T R E T T T H I I L E
181 CCAAGCCTCTACCCCGGGATGACTTCATC
P S L Y P G M T S
pPC67-5: 1 ACCCACGCGTCCGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTTTTTTTTT 60
T H A S G E R E R E R A A A I F F F F F
61 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGAAAAAAAAAAAAA 120
F F F F F F F F F F F F F F F G K K K K
121 AAAAAAGCGGCCCCCCCCCGGGGGGGACCTTTGGCACTTTTTCCCCAAAGGTTGGG
K K A A P P R G G P L A L F P Q R L
pPC67-6: 1 ACCCCGGACATCAGACCTGGTGAGGAGAGGCTTCCCTCAGGTGCTCGGGAAGCTGGATGC 60
T P D I R P G E E R L P S G A R E A G C
61 ACAGGTTAGCCCTTTGTTTGAACTTGTTCTCAGCTAGCCCCTTCTAGAAGTGCTTCCAAG 120
T G *
121 CCTGGCCTTGGAGCTGCTTGAGAGCACCTATCCCACAGTGAGGGTAGGGTTGTTACTTTA 180
181 TTTCTTTTCATAAAAATCACTCCAATGGGAAGCACCTGGAACGCTAAGAAATTAAAAGTC 240
241 GTTTGAAATCCTCCCAGGCATAGAGAAAGGAGCATTATGGAAACCCACAAATCTCTTGTC 300
301 CACCCCAAATAAAACTGTGCATTCCTTGCTATGTAGTTGCCCTCGGTGAATGTGTGTGAG 360
361 ATT
pPC67-39: 1 ACCCACGCGTCCGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTTTTAATTT 60
T H A S G E R E R E R A A A I F F F *
61 TCTCCTGGTTTCTGGCCCTCCATCCTTTCTCTATTTTGTGCTTTTTCCAGGGAGCCCCAG 120
121 ACCCTCCTCCTGACAGGAAAGAGAAATGTGCCAAGGGACTCCATTGGCTGTCTAAATCCT 180
181 ATTTAATATCCCTACTCACTAGGCTCCAAGGGTGTGGCTGGCATGGAGCCATGGTGGCAG 240
241 AGGCCTTCAAACACACAGCAGGGTGGCCAAGCTCAATAAAACTAATCAATGGCCAATCCA 300
301 GCCCTGTGGGTTTTCACAAGATGATCCGTGAATTCCTGATAAGGAGACTTGGTGAAGACA 360
361 GTCTCTTTCCAGAGGTCGGGGGTCA
pPC67-46: 1 ACCCACGCGTCCGGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTTTTTTTTTTAAA 60
T H A S G E R E R E R P P F F F F F F K
61 AGATTTATTTATAATATGTAGGTGCACTGTAGCTGTCTTCAGACACTCCAGAAGAGGGTG 120
R F I Y N M *
121 TCAGATCTTGTTACAGATGGTTGTGAGCTACCATGTAGTTGCTGGAATTTGAACTCCAGA 180
181 CCTTTGGAAGAGCAGTCAGTGCTCTTAACCACTGAGCCATCTCTCCATCCTCAATTTAAC 240
241 TGAGATTAATTTTCCTGTATCAGTATGAAACTACATTAAGTGAACTTC
pPC67-54: 1 ACCCACGCGTCCGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTTTTTTTTT 60
T H A S G E R E R E R A A A I F F F F F
61 TGCCGTACTAATGTTGCTTTATTAGTTCTTTGCTGTTGGGGGTGCGAGTACATTTTCTTT 120
C R T N V A L L V L C C W G C E Y I F F
121 TGCAGCACCAGATCTTAAACTGGGCTACAGTC
C S T R S *
pPC67-56: 1 ACCCCGGGCCCACGCGTCCGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTT 60
T P G P R V R R E R E R E S G R H F F F
61 TTTTCCTACTCAGGCTTTATTCAAAGACCAAGAGGTACAAGTGCAAGGGAGAGAAGAAGG 120
F S Y S G F I Q R P R G T S A R E R R R
121 GCATGGCCAGAAGGCAAGCCCCGCAGAAGGCAGCTTTAAC
A W P E G K P R R R Q L *
pPC67-59: 1 ACCCACGCGTCCGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTTTTTTTTT 60
T H A S G E R E R E R A A A I F F F F F
61 TATTCAGAGTAATAACTTTATTTCCAAATTCACTTTTACAGCAACAGTCAGTGTAGATCA 120
Y S E *
121 TTTGTTAAAACACAATACACTATATGGACATTCACAGACAGGAAGCTAAGCTAAGCTGAT 180
181 TTGTGTCCCTCCCCCCACCCTCAAAATCACCAAAGAAATCATGGGACTTGCAAGCACTGG 240
241 AGATCATGCCCAGCACAGTAACGGCACAGGCTACAGTTCATCAGGAGAGAGTGGCCGCCA 300
301 CCGCGGTGGAGCTTTGGACTTCTTCGCCAGAGGTTTGGCAAGTCTCCAATCAAGGTTG
pPC67-61: 1 ACCCACGCGTCCGCGGACGCGTGGAGCTGTTCAAGCGCATCTCGGAGCAATTCACTGCCA 60
T H A S A D A W S C S S A S R S N S L P
61 TGTTCCGGCGCAAGGCTTTCCTGCACTGGTACACGGGTGAGGGCATGGACGAGATGGAGT 120
C S G A R L S C T G T R V R A W T R W S
121 TCACCGAGGCGGAGAGCAACATGAATGACCTGTTGTCTGAGTACCAGCAGTACCAGGATG 180
S P R R R A T *
181 CCACGGCTGATGAGCAGGGCGAGTTCGAGGAGGAGGAGGGTGAAGATGAGGCTTGAGAAC 240
241 TTCTCAGATACAGTGTGCACCCTTAGTGAACTTCTGTTGTCCTCCAGCATGGTCTTTCTA 300
301 TTTGTAAATTATGGTGCTCAGATTGCCTCTGTCAGAAATTCACTGTTGATGTAATAGTGT 360
361 GAACCTCTTTAAGATCACAGTATTGTCTCAGAA
pPC67-68: 1 ACCCCACGCGTCCGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTTTTTTTT 60
T P R V R R E R E R E S G R H F F F F F
61 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAAAAATTAAAAAAGGTTTTTA 120
F F F F F F F F F F F F L K N *
121 AATGGGAAACCAACCCCAAAAAAAAAACCCC
pPC67-69: 1 ACCCACGCCACGCGTCCGCGGACGCGTGGGTGCTTGTCAGTGACCTACATGCATCTTGGT 60
T H A T R P R T R G C L S V T Y M H L G
61 CTGGTCCTTAGTGGCTAGTCCTTCCACTCTGAAAGCAAAGGTGCTATCTATCTGTAAGGG 120
L V L S G *
121 CTCTCTCTACACACCCAGAGGCTTAGCTTGGACAGTTCACACTCAAGTGTCCTGTCAGAA 180
181 TCAATCCAGAGCTTTCTCCCTCAAAATAGTGACTTGTCTCCCCCTGGTCCCCAAAGGCTC 240
241 CCCTTTAGTTAAGTTTCTTCATGGCTCCCCCACATTCCCCGTAATCTGATCCAAGCCAGC 300
301 TATCTCTGCTAATAAAGGTTTCCATTT
pPC67-71: 1 ACGCTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTTTGGACTTCTTCGCCAGAGGTTT 60
T L V L E R P P P R W S F G L L R Q R F
61 GGTCAAGTCTCCAATCAAGGTTGTCGGCTTGTCTACCTTGCCAGAAATTTACGAAAAGAT 120
G Q V S N Q G C R L V Y L A R N L R K D
121 GGAAAAGGGTCAAATCGTTGGTAGATACGTTGTTGACACTTCTAAATAAGCGAATTTCTT 180
G K G S N R W *
181 ATGATTCATGATTTTTATTATTAAATAAGTTATAACAACAAATAAGTGTATACAAATTAT 240
241 AAAGTGACTCTTAGGTTTTAAAACGAAAATTCTTATTCTTGAGTAACTCTTTCCTGCAGG 300
301 CTCAGCGCTTGCTTTCTCAGGTATAGCATGAGGTCCGCTCTTATTGACCACACCTCTACC 360
361 GCCATGCCCGAGCATAATGCCTGC
pPC67-74: 1 ACCCCGGGCAGTTCCTGGCAGATATGACCGCGCTGCATGTGCATACGGGGGACTCGTACT 60
T P G S S W Q I *
61 TCAACATCATCTTGGTGGACTTTGAGAGCGAGGACATGGATGTGGAGCGGGCCCTGCGTG 120
121 CGGCTCAGCTACCTCGGTACCAGTACTTGAAACGAACTGGAAACTTCGAGCGCTCTGCAG 180
181 GCCTGCAAACTGGAGTGGATGCCGTGGAGGACCCCAGCAGCATCGTTTTCCTCTGTGACC 240
241 TGCACATCCACTTCCCACCTAATATCCTGGACAGCATCCGCAAGCATTGCGTGGAGGGCA 300
301 AGCTGGCCTTCGCCCCTGTGGTCATGCGTCTGGGCTGTGGAAGCTACCGTGGGACCCACA 360
361 TG
pPC76-76: 1 ACCCCGGCGGAACCCTCTATCTACTATTCGGAGCCTGAGCGGGAATAGTGGGTACTGCAC 60
T P A E P S I Y Y S E P E R E *
61 TAAGTATTTTAATTCGAGCAGAATTAGGTCAACCAGGTGCACTTTTAGGAGATGACCAAA 120
121 TTTACAATGTTATCGTAACTGCCCATGCTTTTGTTATAATTTTCTTCATAGTAATACCAA 180
181 TAATAATTGGAGGCTTTGGAAACTGACTTGTCCCACTAATAATCGGAGCCCCAGATATAG 240
241 CATTCCCACGAATAAATAATATAAGTTTTTGACTCCTACCACCATCATTTCTCCTTCTCC 300
301 TAGCATCATCAATAGTAGAAGCAGGAGCAGGAACAGGATGAACAGTCTACCCACCTCTAG 360
361 CCGGAAATCTAGCCCATGCAGGAGCATCAGTAGACCTAACA
pPC67-77: 1 ACCCACGCGTCCGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTTTTTTTTT 60
T H A S G E R E R E R A A A I F F F F F
61 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 120
F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F
121 TTTTTTTTTTTTTAAAAAAAAAAAAAAAAATTTTTAAAAAA
F F F F *
pPC67-78: 1 ACCCACGCGTCCGGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCGGACGC 60
T H A S G E R E S G R S L S L S L S G R
61 GTGGAGATCAAGTCTTTCTATATGCAGCGCTGTCCTGAGGATCCTCGACTTACTGAATCT 120
V E I K S F Y M Q R C P E D P R L T E S
121 GTGGACGTGTTGATGCCCAACGTT
V D V L M P N V
pPC67-79: 1 ACCCACGCGTCCGGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCCACGCGTCCGGAGAGAGAGAGA 60
T H A S G E R E R E R P P T R P E R E R
61 GAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 120
E R E R P P F F F F F F F F F F F F F F
121 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 180
F F F F F F F F F F F F F F F F F F F F
181 TTTTTTTTTTTTTTTGGGGGGGGTTTTTTTTTTTGGGGGGGG
F F F F F G G G F F F W G G
pPC67-82: 1 ACCCACAAGGTGACACAGTACAAGAAGGGCAAGGATTCTTTGTATGCCCAGGGAAAGCGG 60
T H K V T Q Y K K G K D S L Y A Q G K R
61 CGTTACGACAGGAAACAGAGTGGCTATGGTGGGCAGACTAAGCCTATTTTCCGCAAAAAG 120
R Y D R K Q S G Y G G Q T K P I F R K K
121 GCTAAAACTACAAAGAAGATTGTGCTGAGACTGGAGTGCGTTGAGCCCAACTGCAGATCT 180
A K T T K K I V L R L E C V E P N C R S
181 AAGAGGATGCTGGCTATTAAGAGATGCAAGCATTTTGAATTGGGAGGCGACAAGAAGAGA 240
K R M L A I K R C K H F E L G G D K K R
241 AAGGGCCAAGTGATCCAGTTCTAAGCAGAT
K G Q V I Q F *
pPC67-85: 1 ACCCACGCGTCCGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGGCCGCCATTTTTTTTTTTTTTTTT 60
T H A S G E R E R E R A A A I F F F F F
61 TTTTTTAAAGTTTTCATCTTTAATGAAATGACTGTAGGAAATATCATAAATTTCCATGAT 120
F F K V F I F N E M T V G N I I N F H D
121 ACCAGCACTACACGTCTTCGGAG
T S T T R L R
pPC67-86: 1 ACGCTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTTTGGACTTCTTCGCCAGAGGTTT 60
T L V L E R P P P R W S F G L L R Q R F
61 GGTCAAGTCTCCAATCAAGGTTGTCGGCTTGTCTACCTTGCCAGAAATTTACGAAAAGAT 120
G Q V S N Q G C R L V Y L A R N L R K D
121 GGAAAAGGGTCAAATCGTTGGTAGATACGTTGTTGACACTTCTAAATAAGCGAATTTCTT 180
G K G S N R W *
181 ATGATTTATGATTTTTATTATTAAATAAGTTATAAAAAAAATAAGTGTATACAAATTTTA 240
241 AAGTGACTCTTAGGTTTTAAAACGAAAATTCTTATTCTTGAGTAACTCTTTCCTGTAGGT 300
301 CAGGTTGCTTTCTCAGGTATAGCATGAGGTCGCTCTTATTGACCCACCTCTACCGGCATG 360
361 CCGAGCAAATGCCTGCAATC
A.2 Prima¨rstrukturdaten von LaXp180
A.2.1 Das oﬀene Leseraster von LaXp180
Das oﬀene Leseraster von LaXp180 wurde von der publizierten Nukleotidsequenz des Klons
KIAA0203 (Acc.-Nr. D86958) abgeleitet.
1 MKLYVFLVNT GTTLTFDTEL TVQTVADLKH AIQSKYKIAI QHQVLVVNGG ECMAADRRVC 60
61 TYSAGTDTNP IFLFNKEMIL CDRPPAIPKT TFSTENDMEI KVEESLMMPA VFHTVASRTQ 120
121 LALEMYEVAK KLCSFCEGLV HDEHLQHQGW AAIMANLEDC SNSYQKLLFK FESIYSNYLQ 180
181 SIEDIKLKLT HLGTAVSVMA KIPLLECLTR HSYRECLGRL DSLPEHEDSE KAETKRSTEL 240
241 VLSPDMPRTT NESLLTSFPK SVEHVSPDTA DAESGKEIRE SCQSTVHQQD ETTIDTKDGD 300
301 LPFFNVSLLD WINVQDRPND VESLVRKCFD SMSRLDPRII RPFIAECRQT IAKLDNQNMK 360
361 AIKGLEDRLY ALDQMIASCG RLVNEQKELA QGFLANQKRA ENLKDASVLP DLCLSHANQL 420
421 MIMLQNHRKL LDIKQKCTTA KQELANNLHV RLKWCCFVML HADQDGEKLQ ALLRLVIELL 480
481 ERVKIVEALS TVPQMYCLAV VEVVRRKMFI KHYREWAGAL VKDGKRLYEA EKSKRESFGK 540
541 LFRKSFLRNR LFRGLDSWPP SFCTQKPRKF DCELPDISLK DLQFLQSFCP SEVQPFLRVP 600
601 LLCDFEPLHQ HVLALHNLVK AAQSLDEMSQ TITDLLSEQK ASVSQTSPQS ASSPRMESTA 660
661 GITTTTSPRT PPPLTVQDPL CPAVCPLEEL SPDSIDAHTF DFETIPHPNI EQTIHQVSLD 720
721 LDSLAESPES DFMSAVNEFV IEENLSSPNP ISDPQSPEMM VESLYSSVIN AIDSRRMQDT 780
781 NVCGKEDFGD HTSLNVQLER CRVVAQDSHF SIQTIKEDLC HFRTFVQKEQ CDFSNSLKCT 840
841 AVEIRNIIEK VKCSLEITLK EKHQKELLSL KNEYEGKLDG LIKETEENEN KIKKLKGELV 900
901 CLEEVLQNKD NEFALVKHEK EAVICLQNEK DQKLLEMENI MHSQNCEIKE LKQSREIVLE 960
961 DLKKLHVEND EKLQLLRAEL QSLEQSHLKE LEDTLQVRHI QEFEKVMTDH RVSLEELKKE 1020
1021 NQQIINQIQE SHAEIIQEKE KQLQELKLKV SDLSDTRCKL EVELALKEAE TDEIKILLEE 1080
1081 SRAQQKETLK SLLEQETENL RTEISKLNQK IQDNNENYQV GLAELRTLMT IEKDQCISEL 1140
1141 ISRHEEESNI LKAELNKVTS LHNQAFEIEK NLKEQIIELQ SKLDSELSAL ERQKDEKITQ 1200
1201 QEEKYEAIIQ NLEKDRQKLV SSQEQDREQL IQKLNCEKDE AIQTALKEFK LEREVVEKEL 1260
1261 LEKVKHLENQ IAKSPAIDST RGDSSSLVAE LQEKLQEEKA KFLEQLEEQE KRKNEEMQNV 1320
1321 RTSLIAEQQT NFNTVLTREK MRKENIINDL SDKLKSTMQQ QERDKDLIES LSEDRARLLE 1380
1381 EKKKLEEEVS KLRSSSFVPS PYVATAPELY GACAPELPGE SDRSAVETAD EGRVDSAMET 1440
1441 SMMSVQENIH MLSEEKQRIM LLERTLQLKE EENKRLNQRL MSQSMSSVSS RHSEKIAIRD 1500
1501 FQVGDLVLII LDERHDNYVL FTVSPTLYFL HSESLPALDL KPASGASRRP WVLGKVMEKE 1560
1561 YCQAKKAQNR FKVPLGTKFY RVKAVSWNKK V
A.2.2 Aminosa¨urezusammensetzung
Ala (A): 85 5.3% Leu (L) : 195 12.3%
Arg (R): 77 4.8% Lys (K) : 134 8.4%
Asn (N): 67 4.2% Met (M): 39 2.5%
Asp (D): 86 5.4% Phe (F) : 48 3.0%
Cys (C): 37 2.3% Pro (P) : 53 3.3%
Gln (Q): 103 6.5% Ser (S) : 127 8.0%
Glu (E): 185 11.6% Thr (T) : 78 4.9%
Gly (G): 33 2.1% Trp (W): 7 0.4%
His (H): 40 2.5% Tyr (Y) : 22 1.4%
Ile (I) : 83 5.2% Val (V) : 92 5.8%
A.2.3 Sequenzmotive
Putative N-Glykosylierungsstellen:
251-254 NESL 305-308 NVSL 744-747 NLSS
Putative Phosphorylierungsstellen der cAMP- und cGMP-abha¨ngigen Proteinkinase:
235-238 KRST 534-537 KRES
Putative Phosphorylierungsstellen der Proteinkinase C:
212-214 SYR 229-231 SEK 234-236 TKR 274-276 SGK
439-441 TAK 533-535 SKR 564-566 TQK 578-580 SLK
836-838 SLK 869-871 SLK 653-655 SPR 667-669 SPR
653-655 SPR 667-669 SPR 774-776 SRR 814-816 TIK
578-580 SLK 836-838 SLK 869-871 SLK 858-860 TLK
1493-1495 SEK 1547-1549 SRR
Putative Phosphorylierungsstellen der Caseinkinase II:
24-27 TVAD 94-97 TEND 134-137 SFCE 181-184 SIED
212-215 SYRE 222-225 SLPE 249-252 TTNE 274-277 SGKE
292-295 TTID 307-310 SLLD 333-336 SRLD 533-536 SKRE
578-581 SLKD 624-627 SLDE 631-634 TITD 675-678 TVQD
723-726 SLAE 814-817 TIKE 840-843 TAVE 858-861 TLKE
1013-1016 SLEE 1031-1034 SHAE 1091-1094 SLLE 1142-1145 SRHE
1181-1184 SKLD 1188-1191 SALE 1199-1202 TQQE 1221-1224 SSQE
1280-1283 TRGD 1370-1373 SLSE 1405-1408 TAPE 1424-1427 SAVE
1428-1431 TADE 1436-1439 SAME 1444-1447 SVQE
Putative Phosphorylierungsstellen der Tyrosinkinase:
363-370 KGLEDRLY 1555-1561 KVMEKEY
Putative N-Myristoylierungsstellen:
11-16 GTTLTF 193-198 GTAVSV 661-666 GITTTT
Putative Amidierungsstelle:
523-526 DGKR
Motiv zum Verankern in der Zellwand:
1281-1283 RGD
Leucin-Zipper-Motiv:
1371-1392 LSEDRARLLEEKKKLEEEVSKL
Publikationen
Pfeuffer, T., Goebel, W., Laubinger, J., Bachmann, M., and Kuhn, M. 2000.
LaXp180, a mammalian ActA-binding protein, identiﬁed with the yeast two-hybrid
system, co-localizes with intracellular Listeria monocytogenes. Cell Microbiol, im
Druck.
Kuhn, M., Pfeuffer, T., Greiffenberg, L., and Goebel, W. 1999. Host cell signal
transduction during Listeria monocytogenes infection. Arch Biochem Biophys,
372(1): 166–72.
Engelbrecht, F., Greiffenberg, L., Daniels, J. D., und Pfeuffer, T. 2000.
Wie fakultativ intrazellula¨re Bakterien Krankheit auslo¨sen - Eine Darstellung aus
zellula¨rer und molekularer Sicht. Biologie in unserer Zeit. Angenommen.
Curriculum Vitae
Thilo Pfeuﬀer
∗ 14. August 1970 in Bad Neustadt/Saale
Schule:
1976 - 1981 Grund- und Hauptschule in Wollbach
1981 - 1990 Rho¨n-Gymnasium in Bad Neustadt/Saale
Abschluss: Abitur
Wehrdienst:
07/1990 - 06/1991 2. PzGrenBtl. 351 in Mellrichstadt
Studium:
11/1991 - 09/1996 Studium der Biologie an der Bayerischen Julius-Maximili-
ans-Universita¨t Wu¨rzburg mit Hauptfach Mikrobiologie und
den Nebenfa¨chern Zell- und Entwicklungsbiologie und Bio-
chemie
11/1993 Vordiplompru¨fung
11/1995 - 09/1996 Diplomarbeit am Lehrstuhl fu¨r Mikrobiologie u¨ber ”Unter-
suchungen zur Interaktion von Wirtszellproteinen mit Viru-
lenzfaktoren von Listeria monocytogenes“.
09/1996 Diplompru¨fung
Promotion:
11/1996 - 05/2000 am Lehrstuhl fu¨r Mikrobiologie der Universita¨t Wu¨rzburg
u¨ber ”Interaktion des Proteins ActA von Listeria monocy-
togenes mit dem Wirtszellprotein LaXp180“.
